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Résumé 
 
L’adiponectine (ApN) est une adipokine de 30 KDa produite abondamment par le tissu adipeux 
qui a été décrite pour la première fois en 1995. Dès lors qu’une corrélation inverse entre les taux 
circulants d’ApN et l’adiposité a été mise en évidence, de très nombreuses études ont été initiées 
pour chercher à établir un lien avec les pathologies liées au syndrome métabolique. Ainsi, chez 
les patients obèses et diabétiques, une perte de poids induite par un traitement médicamenteux ou 
un régime hypocalorique s’accompagne d’une augmentation des taux circulants d’ApN et d’une 
amélioration des paramètres biochimiques. Il ressort de ces études que des taux élevés d’ApN 
sont corrélés à une amélioration de la sensibilité à l’insuline, des paramètres lipidiques et une 
diminution du risque cardiovasculaire. Cependant, les mécanismes d’action conduisant à 
l’amélioration du métabolisme lipidique et glucidique restent encore mal connus. Au cours de 
cette étude, nous avons, dans un premier temps, cherché à déterminer les conséquences d’une 
variation de la masse grasse sur la production de l’ApN chez la souris. Pour cela, différentes 
stratégies nutritionnelles et pharmacologiques, conduisant à une fonte ou à une augmentation de 
la masse grasse, ont utilisées. Les résultats obtenus suggèrent que la production d’ApN n’est pas 
dépendante de la taille des adipocytes mais plutôt de leur état inflammatoire. Dans un second 
temps, grâce à un modèle d’explants de foie en culture, nous avons cherché à déterminer les 
effets directs de l’ApN sur le métabolisme lipidique du foie. Une première approche a consisté à 
tester les effets à long terme c’est à dire susceptibles de correspondre à des modifications 
d’expression génique et de synthèse protéique en incubant les explants pendant 21h dans un 
milieu de culture contenant de l’ApN en présence ou non d’insuline. Les résultats suggèrent que 
l’ApN accentue les effets de l’insuline, ce qui se traduit par une meilleure utilisation du glucose 
avec en contre partie une stimulation de la lipogenèse et une réduction de la ß-oxydation en 
présence d’insuline. De plus, l’ApN apparaît exercer un effet sur les voies de catabolisme des 
HDL. Par une seconde approche, nous avons testé les effets à court terme de l’ApN sur les 
capacités β-oxydatives en traitant les explants pendant 45 min. Dans ces conditions plus 
appropriées pour mettre en évidence l’activation des voies de régulation rapides, la présence 
d’ApN entraine une stimulation de la ß-oxydation qui s’accompagne d’une augmentation de la p-
AMPK. En conclusion, ces résultats suggèrent que l’ApN exerce des effets directs sur le 
métabolisme hépatique du glucose compatible avec l’effet insulino-sensibilisateur observé in 
vivo. En revanche, les résultats ne permettent pas, à ce stade, d’établir une relation entre une 
induction par l’ApN de l’activité ß-oxydative des acides gras dans le foie et ces effets bénéfiques 
sur les paramètres lipidiques. 
 
 
 
Abstract 
 
Adiponectin (ApN), a 30-kDa adipokine abundantly produced by adipose tissue has been 
described for the first time in 1995. Early findings demonstrating serum adiponectin levels are 
inversely correlated with obesity initiated intense investigation of the relationship between 
adiponectin and all symptoms of the metabolic syndrome. Of these studies, strong evidence 
suggests that a weight loss induced by medication or hypocaloric diet led to increased circulating 
ApN levels and improvement of biochemical parameters. Thus, high levels of ApN have been 
correlated with an improvement of insulin sensitivity and lipid parameters reducing 
cardiovascular risk. However mechanisms involved in the improvement of glucose and lipid 
metabolism are not fully understood. In this study, we wanted to determine whether variations of 
plasma ApN levels are associated with alterations of liver lipid metabolism in mice. For this, we 
used different nutritional and pharmacological strategies to induce fat mass variations and 
measured corresponding ApN production and lipid parameters. First, results suggested that 
production of ApN is not dependent on the size of adipocytes, but rather to their inflammatory 
state. The effect of ApN of liver metabolism was further studied using an in vitro model of liver 
explants in culture. A first approach consists of testing the long-term effects of ApN on liver 
incubating the slices for 21h in the presence or not of insulin. Biochemical and molecular data 
suggested that ApN accentuates the effects of insulin, resulting in improvement of glucose 
utilization associated with a stimulation of lipogenesis and a reduction in β-oxidation in the 
presence of insulin. In addition, ApN appears to affect HDL catabolism pathways. In a second 
approach, we tested the short-term effects of ApN on β-oxidative capacity treating the slices for 
45 min. Under these conditions more appropriated to highlight the activation of fast regulatory 
pathways, ApN induced a stimulation of ß-oxidation which was accompanied by an increase in 
p-AMPK. In conclusion, data suggested that ApN has direct effects on hepatic glucose 
metabolism consistent with the insulin-sensitizer effect demonstrated in vivo. However, at this 
stage, these results did not give evidence of a relationship between induction of liver fatty acid β-
oxidation by ApN and its beneficial effects on lipid parameters. 
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INTRODUCTION 
Introduction 
 
1 
PREAMBULE 
L’obésité est définie comme un excès de tissu adipeux (TA), qui s’accompagne dans la majorité 
des cas d’une insulino-résistance (IR) c'est-à-dire d’une diminution de la réponse des tissus 
sensibles (foie, muscle squelettique et TA) à l’action de l’insuline. Il est maintenant bien admis 
que l’installation d’une IR au niveau des adipocytes constitue un évènement majeur dans 
l’établissement des anomalies métaboliques liées à l’obésité telles que les dyslipidémies et le 
diabète de type II (Bergman and Mittelman, 1998). En effet, dans ces conditions, l’insuline n’a 
plus les mêmes capacités à freiner la lipolyse adipocytaire; des acides gras libres (AGL) sont 
alors libérés plus massivement dans la circulation (Arner, 2002) exerçant des effets lipotoxiques. 
L’augmentation du flux d’AGL vers le foie entraîne une hypertriglycéridémie via la stimulation 
de la synthèse et de la sécrétion de VLDL (very low-density lipoprotein) riches en triglycérides 
(TG) (Frayn, 2000). De plus, cette hypertriglycéridémie s’accompagne d’une baisse du HDL-
cholestérol (HDL-C) (high density lipoprotein-cholesterol) et de modifications qualitatives des 
LDL (low-density lipoprotein) (Carr and Brunzell, 2004; Reilly and Rader, 2003). Le 
catabolisme réduit des particules riches en TG ainsi que d'autres facteurs conduisent également à 
cette réduction de la production des lipoprotéines de haute densité (HDL) (Despres et al., 1992). 
L’apparition d’une IR du TA peut également évoluer en diabète de type II au cours duquel un 
défaut de sécrétion d’insuline est constaté. Tant que les cellules β du pancréas sont 
fonctionnelles, une hyperinsulinémie compensatrice se met en place et permet la régulation de 
l’homéostasie glucidique, ceci correspond à l’état prédiabétique. La transition vers le diabète de 
type II se caractérise par  une  baisse  de  cette  insulino-sécrétion  compensatrice,  ce  qui induit 
une augmentation de la production hépatique de glucose. La plupart des études épidémiologiques 
font état d’une association très étroite entre l’excès pondéral et ce type de diabète. En effet, deux 
tiers des patients diabétiques de type II sont obèses. Le diabète survient cependant  plus  
fréquemment  chez  les  personnes  avec  une  obésité  dite  androïde caractérisée  par  un  excès  
de  TA  intra-abdominal,  en  particulier  dans  les régions omentales qui sont drainées par la 
veine porte. En effet, ce tissu graisseux viscéral présente une activité métabolique avec lipolyse 
accrue et libération massive d’AGL dans le système porte. Cette activité métabolique s’explique, 
entre autres, par la présence d’un plus grand nombre de récepteurs adrénergiques β1, β2 et β3 
dans ce tissu et par la rareté des récepteurs à l’insuline dans le TA omental, ce qui limite le rôle 
d’inhibiteur de la lipolyse de l’insuline. De plus, le phénomène de lipotoxicité sur le pancréas 
induit un dysfonctionnement dans la sécrétion de l’insuline. Cette lipotoxicité est due à une 
accumulation des TG dans les tissus, secondaire à l’augmentation chronique des concentrations 
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d’AGL dans le plasma. De même, l’hyperglycémie chronique entraîne un phénomène  de  
glucotoxicité  sur  les  cellules  β  du  pancréas,  participant  ainsi  à  la diminution de 
l’insulinosécrétion (Raccah et al., 1999). Ainsi, la perturbation des fonctions du TA dans 
l’organisme jouerait donc un rôle clé dans le regroupement des anomalies métaboliques 
associées à l’obésité.  
 
C’est l’accumulation des graisses corporelles qui est à l’origine de cette IR adipocytaire en 
provoquant une inflammation du TA (Ukkola and Bouchard, 2001). En effet, l’obésité est 
caractérisée par une inflammation chronique du TA blanc due à une production anormale 
d’adipokines pro-inflammatoires se traduisant par une induction de marqueurs plasmatiques de 
l’inflammation (Bastard et al., 2002; Hotamisligil et al., 1993). Il a été démontré chez l’animal 
(Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003a) puis chez l’Homme (Cancello et al., 2005; Cinti et al., 
2005; Curat et al., 2004) que cette inflammation chronique du TA est caractérisée par une 
infiltration macrophagique. Ces macrophages semblent être responsables de l’expression d’une 
partie significative des cytokines inflammatoires TNFα (Tumor necrosis factor α) et IL-6 
(Interleukin-6) présentes dans ce tissu (Weisberg et al., 2003). Ces cytokines inflammatoires 
altèreraient la signalisation insulinique par une phosphorylation inactivatrice des résidus 
sérine/thréonine des IRS (insulin receptor substrate). Il est donc à l’heure actuelle assez légitime 
de penser que la production excessive de cytokines pro-inflammatoires par le TA d’animaux ou 
d’individus obèses, et en particulier par les macrophages présents au sein de ce tissu, ainsi que la 
baisse de production de cytokines anti-inflammatoires participent à la physiopathologie de l’IR. 
Les mécanismes responsables d’une diminution d’action de l’insuline dans le TA peuvent se 
situer au niveau de la liaison de l’hormone à son récepteur et en aval de ce dernier. Il est devenu 
évident que le TA et les AGL jouent un rôle clé dans la sensibilité à l'insuline. Les mécanismes 
moléculaires à l’origine des altérations métaboliques font intervenir des sécrétions du TA. En 
effet, le TA blanc, constitué d’adipocytes et de la Fraction Stroma-Vasculaire (FSV) 
(préadipocytes, fibroblastes, péricytes, cellules endothéliales et sanguines...), a longtemps été 
considéré comme un simple tissu de mise en réserve énergétique. Il s’est révélé ultérieurement 
capable de répondre à diverses hormones qui modulent l’accumulation (insuline) et la 
mobilisation (catécholamines) des TG ou des lipides neutres. De plus, au cours de la dernière 
décennie, le TA a acquis le statut de glande endocrine, synthétisant et sécrétant un grand nombre 
de molécules de natures peptidiques ou non peptidiques regroupées sous le terme 
d’adipocytokines suite à leur analogie structurelle avec les cytokines (Juge-Aubry et al., 2005; 
Wajchenberg, 2000) (figure 1). Ces adipocytokines sont impliquées entre autre dans le contrôle 
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de l’homéostasie énergétique, dans l’IR, l’inflammation et la pression artérielle. Le TA apparait 
donc comme un des acteurs fondamentaux dans la régulation de l’homéostasie énergétique de 
l’organisme.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les dépôts adipeux sont localisés dans plusieurs zones de l’organisme et classés en deux grandes 
catégories. TA sous-cutané (TASC) et le TA interne (ou profond). Le TASC est composé d’un 
dépôt de TASC superficiel et TASC profond. Le TA interne est composé du TA viscéral (TAV), 
non viscéral, intra et périmusculaire (Shen et al., 2003). Selon les sites adipeux, des différences 
subtiles de réponse hormonale et de développement hyperplasique et/ou hypertrophique ont été 
mises en évidence. En effet, les dépôts SC et profonds semblent avoir un profil sécrétoire 
différent (Einstein et al., 2005; Fain et al., 2004). Le tissu viscéral présente une plus forte 
expression de cytokines pro-inflammatoires (TNFα par exemple) que le SC. Au cours du 
développement de l’obésité, l’infiltration macrophagique, responsable de la majorité des 
sécrétions du TA, plus particulièrement le TNFα (Fain et al., 2004; Fain et al., 2006), semble être 
Figure 1 : Les sécrétions du TA blanc d’après Juge-Aubry, 2005 
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plus importante dans le TA profond comparativement au TASC (Harman-Boehm et al., 2007). 
La quantité de TA profond est plus fortement corrélée à la résistance à l’insuline que celle du 
TASC (Fox et al., 2007). L’ensemble de ces observations montre que les dépôts adipeux, en plus 
de leur localisation différente, présentent des caractéristiques métaboliques distinctes.  
 
D’après une étude in vitro menée par Alvarez-Llamas et al., le TAV humain sécrète environ 259 
protéines (Alvarez-Llamas et al., 2007). Ces protéines sont classées en cinq catégories : 
signalisation, homéostasie de matrice extracellulaire, fonction immunitaire, fonction de 
dégradation et autres. Plusieurs études montrent que la FSV et plus particulièrement les 
macrophages, sont responsables de la majorité des sécrétions du TA (Fain et al., 2004; Fain et 
al., 2006). Il semblerait que seul 1/3 des sécrétions d’adipokines soient imputables à l’adipocyte 
lui-même (Alvarez-Llamas et al., 2007; Chen et al., 2005) comme c’est le cas pour la leptine et 
l’adiponectine (Fain et al., 2004). Ces molécules spécifiques de l’adipocyte interviennent de 
façon essentielle dans le contrôle du métabolisme énergétique et régulent également la réponse 
immunitaire.  
 
Plusieurs arguments sont en faveur de l’implication de l’adiponectine dans l’amélioration de la 
sensibilité à l’insuline au niveau périphérique. L'intérêt pour l’adiponectine est resté modeste 
jusqu'en 1999-2000, jusqu’à la découverte de la corrélation inverse des taux d’ApN à l’obésité, 
au diabète de type II et aux maladies coronariennes (Arita et al., 1999; Hotta et al., 2000). Par la 
suite, des corrélations entre les taux plasmatiques de l’hormone et différentes pathologies 
métaboliques ont été rapportées. Parmi les premières études, Hotta et al. suggèrent que 
l’hypoadiponectinemie est liée au développement de la résistance à l'insuline. En effet, les taux 
plasmatiques d’adiponectine sont diminués au stade pré-diabétique et cette diminution est 
accentuée lorsque le type II diabète est établi ceci en parallèle d’une diminution de la sensibilité 
à l’insuline (Hotta et al., 2001). Certaines études ont apporté la preuve que le degré 
d’hypoadiponectinemie est plus étroitement lié au degré de résistance à l'insuline et à 
l'hyperinsulinémie qu’au degré d'adiposité (Weyer et al., 2001). Les taux plasmatiques 
d'adiponectine semblent également être indépendant des taux sériques de TG (Hotta et al., 2000), 
qui sont généralement augmentés au cours d’un diabète de type II et d’une IR. L’ensemble de ces 
observations dévoilent un rôle probable de l’adiponectine dans plusieurs anomalies métaboliques 
fréquemment observées dans le syndrome métabolique. 
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I. L’ADIPONECTINE 
 1. Historique 
L’adiponectine humaine et l’adiponectine murine ont été identifiées de manière indépendante et 
simultanée par quatre équipes de recherches différentes. Cette molécule a été caractérisée, en 
1995, en tant que protéine abondamment secrétée par des adipocytes 3T3-L1 et présente à des 
concentrations plasmatiques élevées chez la souris. En référence à son homologie avec le facteur 
C1q du complément, l’adiponectine a d’abord été appelée ACRP30 (Adipocyte Complement-
Related Protein of 30kDa) (Scherer et al., 1995), puis clonée sous le nom d’AdipoQ (Hu et al., 
1996). C’est cette étude qui a révélé pour la première fois la diminution d’expression de son gène 
chez les sujets obèses. Chez l’Homme, le gène de l’adiponectine a été cloné à partir du TA sous 
le nom d’APM-1 (Adipose Most Abundant transcript-1) suite à un séquençage aléatoire d’une 
banque d’ADNc (Maeda et al., 1996) puis, isolé du plasma humain sous le nom de 
GBP28 (Gelatin Binding Protein) (Nakano et al., 1996). De toute cette nomenclature, le nom 
d’adiponectine (ApN) est le plus largement accepté, et c’est ce terme qui sera utilisé tout au long 
de ce manuscrit. 
2. Structure de la protéine native 
L’ApN est une  protéine d’un poids moléculaire d’environ 30 kDa, comprenant 244 acides 
aminés (aa) chez l’Homme et 247 aa chez la souris. Les premiers aa sont très conservés. Ils 
représentent 80 % d’homologie avec toutes les espèces de Mammifères clonées à ce jour (Wang 
et al., 2002). L’analyse de la protéine révèle 4 domaines : un peptide  signal  de  sécrétion à 
l’extrémité amino-terminale destiné à être clivée, une région variable spécifique de 27 aa, un 
domaine collagen-like suivi d’un domaine globulaire à l’extrémité carboxy-terminale (figure 
2). Le domaine collagène comporte 22 répétitions de la séquence Gly-X-Y ou Gly-X-Pro, 
séquences caractéristiques des protéines avec triple hélice, semblables aux fibres de collagène 
(Tsao et al., 2002). La structure primaire de l’ApN, et plus particulièrement son domaine 
globulaire, présente des homologies séquentielles importantes avec un grand nombre de 
protéines impliquées dans l’inflammation et la réponse immunitaire (Ouchi et al., 2003; Scherer 
et al., 1995; Yokota et al., 2000). Parmi ces protéines, on retrouve la sous-unité du facteur C1q 
(Complement factor C1q) ; la partie globulaire du collagène de type VIII et X ; hib 27, une 
protéine du sérum d’animaux hibernants l’été; les collectines (MBL, Mannose binding lectin ; 
SP, protéine du surfactant et conglutinine) et enfin les cytokines de la famille du TNFα. Malgré 
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les similitudes observées entre la structure primaire de l’ApN et les différentes protéines citées 
précédemment, seul le TNFα partage une homologie surprenante avec la structure cristalline de 
la partie globulaire de l’ApN (analysée à une résolution de 2.1 angströms (Shapiro and Scherer, 
1998) et en dépit de leur manque d’homologie entre leurs séquences primaires). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3. Structure des isoformes multimériques 
 
La protéine native n’existe pas sous forme isolée et s’assemble par la partie globulaire en 
trimères. Ces trimères peuvent ensuite s’associer de manière plus complexe par les triples hélices 
du domaine collagène (Berg et al., 2002). On retrouve ainsi dans le plasma des complexes de 
haut poids moléculaire formés par association de 2 à 6 trimères (soit 6 à 18 unités). L’intégrité 
des différentes formes actives de l’ApN nécessite dans un premier temps des liaisons 
hydrophobiques pour sa formation et des liaisons non covalentes pour sa stabilité. Il semble que 
la présence d’un pont disulfure au niveau du résidu Cys-39 entre deux monomères du trimère 
soit indispensable pour la formation ultérieure des oligomères d’ApN  (bien que ce dernier ne 
soit pas nécessaire à la formation et la stabilité du trimère d’ApN) (Pajvani et al., 2003; Tsao et 
al., 2003). L’ApN est sécrétée dans la circulation humaine sous trois isoformes d’oligomères : 
des trimères de faible poids moléculaire (Low–Molecular Weight, LMW) d’environ 67 kDa, des 
hexamères de poids moléculaire moyen (Medium–Molecular Weight, MMW) d’environ 120 kDa 
 
Figure 2 : Analyse de séquence de la structure primaire de l’ApN  (Richards 2006) 
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et des multimères de haut poids moléculaire de 12 à 18 sous-unités (High–Molecular Weight, 
HMW) > 300 kDa (Phillips et al., 2003; Tsao et al., 2002) (figure 3). Les isoformes MMW et 
HMW sont les formes prédominantes détectées dans le sérum, tandis que les petits complexes 
comme les trimères sont quasiment indétectables (Pajvani et al., 2003; Trujillo and Scherer, 
2005). La forme globulaire de l’ApN serait également détectée dans le plasma et représenterait 
1% de l’ApN totale (Fruebis et al., 2001).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Des études réalisées chez la souris ont permis de mettre en évidence que l’ApN subit des 
modifications post-traductionnelles importantes lors de sa sécrétion par les adipocytes (Wang et 
al., 2006; Wang et al., 2002). Ces modifications post-traductionnelles concernent essentiellement 
4 résidus proline identifiés dans le domaine collagène et 5 résidus lysine (le premier est identifié 
dans la région variable et les 4 autres dans le domaine collagène). Les résidus proline sont 
uniquement hydroxylés, en revanche, les résidus lysine subissent une hydroxylation suivi d’une 
glycosylation. L’hydroxylation et la glycosylation des résidus lysine jouent un rôle important 
dans la médiation de certains effets de l’ApN. En effet, la substitution des quatre résidus lysine 
avec de l’arginine dans le domaine collagène diminue considérablement les concentrations 
physiologiques de l'ApN ainsi que sa capacité à renforcer l'action hépatique de l'insuline en 
limitant la production de glucose (Wang et al., 2002). De plus, l’hydroxylation et la 
glycosylation de plusieurs résidus conservés de lysine dans le domaine collagène sont 
Figure 3 : Modèle d’assemblage de l’ApN. Trois monomères forment un trimère par 
interactions entre leurs domaines globulaires, et les trimères s’associent entre eux par 
interactions entre leurs domaines collagènes. Quatre à six trimères sont associés de manière 
non-covalente pour former un complexe de haut poids moléculaire (d’après Richards 2006).  
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nécessaires pour l’assemblage intracellulaire et la stabilisation structurelle des oligomères au 
niveau de la triple hélice (Uitto and Lichtenstein, 1976). Ainsi, un déficit d’hydroxylation et de 
glycosylation des résidus lysine interfère avec la formation des multimères HMW (Richards et 
al., 2006). Récemment, Whitehead et al. ont confirmé la présence de ces modifications post-
traductionnelles chez l’Homme et ont identifié trois hydroxylations additionnelles sur les résidus 
Pro71, Pro76 et Pro95 (Richards et al., 2006). En plus de ces trois principales isoformes de l’ApN, 
un fragment globulaire de l’ApN (gApN) issu d’une protéolyse et possédant des propriétés 
métaboliques in vitro et in vivo chez la souris a été mis en évidence. Il semblerait que ce 
fragment protéolytique de l’ApN soit un puissant stimulateur de l'oxydation des acides gras dans 
le muscle (Fruebis et al., 2001). Waki et al. ont été les premiers à décrire un mécanisme supposé 
de protéolyse dans la production d’un fragment globulaire de l’ApN. Il s’agit d’un clivage 
dépendant d’une élastase leucocytaire, sécrétée par des monocytes activés ou des neutrophiles 
(macrophages) (Waki et al., 2005). En revanche, l’importance  physiopathologique de ce clivage 
reste  encore à démontrer.  
4. Biodisponibilité de l’ApN 
Dans la circulation générale, les concentrations sériques d’ApN totale sont de l’ordre de 5 à 30 
µg/mL, ce qui représente 0,01 % des protéines plasmatiques totales (Arita et al., 1999). L’ApN 
plasmatique suit un rythme circadien (Yildiz et al., 2004). Après un déclin nocturne, les taux 
d’ApN plasmatiques augmentent progressivement à partir de 4 heures du matin pour atteindre un 
paroxysme vers 8 heures (Gavrila et al., 2003). Avec une demi-vie de 75 min (Halberg et al., 
2009), l'ApN est éliminée rapidement. Par ailleurs, les courbes de variation de l’ApN sont 
similaires entre les sujets minces et obèses, malgré une différence de niveau de sécrétion. En 
effet, dans des conditions physiopathologiques (régime alimentaire riche en graisses et modèle 
de souris obèses ob/ob déficientes en leptine), les taux d'ApN sérique sont réduits et sa clairance 
retardée de manière significative, ce qui suggère une baisse spectaculaire de sa production. Par 
conséquent, une clairance rapide va de paire avec une activité métabolique et une 
biodisponibilité élevée, tandis qu’une clairance retardée est un indicateur d’un 
dysfonctionnement métabolique (Halberg et al., 2009). In vivo, la clairance varie également 
selon la nature des différents complexes d'ApN : elle est plus lente pour HMW-ApN et plus 
rapide pour le complexe trimérique (Halberg et al., 2009). Concernant la dégradation de l’ApN, 
le foie semble être le principal site de clairance, suivi du rein qui excrèterait seulement les 
produits de dégradation finaux (Halberg et al., 2009).  
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Même si les taux plasmatiques d'ApN restent remarquablement constants, il existe un 
dimorphisme sexuel : les femmes ont une adiponectinémie d’environ 40 %  plus élevée que les 
hommes (Arita et al., 1999; Nishizawa et al., 2002), et la ménopause n’en modifie pas les 
concentrations (Nishizawa et al., 2002, Combs, 2003 #108). Cette différence apparaît au cours de 
la puberté. Chez des souris mâles castrées, l’injection d’androgènes serait à l’origine d’une 
réduction des taux d’ApN. Ce traitement induit également une IR. Au contraire, l’ovariectomie 
ne modifie pas ses concentrations chez les souris femelles. Un dimorphisme sexuel existe 
également en ce qui concerne la synthèse des différentes isoformes d’ApN. Chez la femme, le 
complexe d’ApN-HMW prédomine par rapport à la forme hexamèrique, tantdis que Chez 
l’homme, la majorité de l’ApN est présente sous forme hexamèrique (Pajvani et al., 2003). Il y 
aurait une inhibition sélective de la sécrétion de la forme HMW par la testostérone (Xu et al., 
2005). 
5. Production de l’ApN  
L’ApN est abondamment produite et secrétée par le TA blanc et les taux sériques d’ApN 
présentent une corrélation négative ferme avec la masse grasse intra-abdominale (Cnop et al., 
2003; Fisher et al., 2002). Néanmoins, le niveau d’expression des ARNm est différent selon la 
localisation et le type de tissu étudié. En effet, il est 30 % plus faible dans le TA viscéral que 
dans le TASC abdominal, que les sujets soient minces ou obèses (Lihn et al., 2004). Ces 
résultats doivent cependant être interprétés avec précaution, les taux d’ARNm ne reflétant pas 
toujours de manière réelle les concentrations sériques de la protéine (Combs et al., 2003).  
Outre le TA, l'ApN est également synthétisée par d’autres tissus et organes (cardiomyocytes, 
muscles squelettiques, ostéoblastes, placenta, hypophyse…) (Berner et al., 2004; Caminos et al., 
2005; Delaigle et al., 2006; Krause et al., 2008; Pineiro et al., 2005; Rodriguez-Pacheco et al., 
2007; Shinoda et al., 2006).  
Les taux sériques de l’ApN exclusivement produite par les adipocytes sont affectés par la 
variation de la masse adipeuse à l’inverse de la plupart des adipokines. Ainsi l’expression et les 
taux sériques de l’ApN sont diminués au cours de l’obésité (Arita et al., 1999; Hu et al., 1996). 
Cette relation inverse entre l’ApN et la masse corporelle est également observée chez les sujets 
extrêmement minces présentant une anorexie mentale (Delporte et al., 2003; Pannacciulli et al., 
2003). Toutefois, un seuil minimal de masse grasse fonctionnelle est nécessaire pour maintenir 
cette relation inverse. En effet, chez des patients lipoatrophiques et lipodystrophiques, la 
réduction des taux d’ApN plasmatiques est proportionnelle à la perte de masse grasse (Haque 
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et al., 2002). Cette relation inverse entre masse grasse et adiponectinémie est également illustrée 
par l’effet de régimes hypocaloriques ou d’actes de chirurgie bariatrique qui conduisent à une 
perte de la masse grasse et à une augmentation des taux sériques de l’ApN (Xydakis et al., 2004; 
Yang et al., 2001). En revanche, la liposuccion chez les femmes obèses ne modifie pas les 
concentrations plasmatiques d’ApN malgré une perte de poids et une diminution de leur BMI 
(Fasshauer et al., 2004). La perte de poids consécutive à un régime ou à une chirurgie semble 
également affecter la proportion des différentes isoformes de l’ApN puisqu’elle entraîne une 
augmentation des multimères HMW et MMW et, à l’inverse, provoque une diminution de la 
quantité de la plus petite forme LMW dans le plasma (Bobbert et al., 2005; Kobayashi et al., 
2004).  
En résumé, les niveaux plasmatiques d'ApN dépendent de la quantité de la masse grasse. Cette 
relation inverse entre les concentrations d’ApN et le niveau d'adiposité semble s'expliquer par la 
présence d'une boucle de rétroaction inhibitrice contrôlant l'expression et la sécrétion de l’ApN. 
L'hypothèse actuelle est qu'une augmentation de l'adiposité génère une rétro-inhibition de la 
production d'ApN. A l’inverse, l'augmentation des concentrations d'ApN observée lors d'une 
perte de poids pourrait s'expliquer par une levée d’inhibition accompagnant la diminution de 
l'adiposité. Parmi les mécanismes conduisant à une plus grande sécrétion d'ApN par les 
adipocytes,  certains sont à mettre en relation avec une augmentation de la sensibilité à l'insuline 
(Pajvani and Scherer, 2003; Trujillo and Scherer, 2005) et une diminution de l’état inflammatoire 
(Kopp et al., 2005). Même si le TASC semble produire plus d’ApN que le TAV, la faible 
adiponectinémie associée à l’obésité est corrélée à l’expansion du TAV dont le métabolisme est 
le plus affecté au cours de cette pathologie. 
 
II. DONNEES CLINIQUES ILLUSTRANT LE ROLE DE L’APN  DANS LES 
PATHOLOGIES ASSOCIEES AU SYNDROME METABOLIQUE 
1. Conséquences des polymorphismes du gène de l’ApN 
Il existe de nombreux polymorphismes du gène de l’ApN qui ont pu être associés à certaines 
modifications métaboliques. Le screening de son gène dans différentes populations a permis 
d’identifier 8 mutations dans l’exon 3 ainsi que 10 SNPs (single-nucleotide polymorphisms) 
localisés dans l’exon 2 et dans l’intron 2 (Vasseur et al., 2002). Les rares mutations détectées 
dans l’exon 3 sont localisées soit dans le domaine collagène (G84R et G90S), soit à la charnière 
du domaine collagène et globulaire de l’ApN (Y111H et I164T). Elles sont reliées au niveau de 
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l’expression de l’ApN et au diabète de type II (Vasseur et al., 2005). Les mutations des résidus 
glycine à la position 84 et 90 rompent la structure triple hélice de collagène. Elles réduisent le 
nombre de répétition de Gly-X-Y ou Gly-X-Pro de 22 à 14 et 16 respectivement, avec pour 
conséquence un risque accru de développer un diabète de type II. La mutation en position 111 
peut partiellement entraver la polymérisation des homotrimères de collagène (Vasseur et al., 
2002) d’où des modifications dans l’organisation spatiale de la protéine. Ces altérations peuvent 
interférer avec les modifications post-traductionnelles impliquant les résidus lysine ou modifier 
les interactions de la protéine avec ses récepteurs. Les 10 SNPs identifiés dans le gène de l’ApN 
concernent des changements de bases T-G : T45G, T94G et G276T. Ils sont associés au niveau 
d’expression de la protéine, à l’IMC (Indice de Masse Corporelle), à l’IR ou au diabète de type II 
dans les populations d’origine caucasienne et japonaise (Hara et al., 2002; Menzaghi et al., 2002; 
Stumvoll et al., 2002). Il en va de même pour l’haplotype associant les deux polymorphismes 
T45G (dans l’exon 2) et G276T (dans l’intron 2), fortement associés aux paramètres définissant 
le syndrome métabolique (IMC, pression artérielle, glycémie et insulinémie à jeun, résistance à 
l’insuline et HDL-Cholestérol) dans une population italienne (Menzaghi et al., 2002). Deux 
autres SNPs dans la région du  promoteur du gène de l’ApN, le SNP –11377 C/G et le SNP –
11391 A/G, révèlent également une forte association avec l’adiponectinémie et le diabète de type 
II dans la population française (Vasseur et al., 2005). Enfin, deux études récentes ont montré 
l’existence d’une association entre le polymorphisme T45G ou G276T et les maladies 
cardiovasculaires chez les sujets diabétiques d’origine caucasienne (Bacci et al., 2004; Hara et 
al., 2002). En plus de toutes ces observations, le fait que l’hypoadiponectinémie soit 
généralement associée aux maladies du syndrome métabolique (Maeda et al., 2002; Okamoto et 
al., 2002; Shimabukuro et al., 2003) suggère que cette protéine exerce des effets anti-obésité,  
anti-inflammatoires,  anti-athérosclérotiques  et  anti-diabétiques.  
 
2. ApN et dyslipidémie  
La dyslipidémie est caractérisée par des concentrations anormalement élevées de lipoprotéines 
ou de lipides (Cholestérol et/ou TG) dans le sang. C'est un facteur de risque de maladie 
athéromateuse. L’hypoadiponectinémie est associée d’une part à de faibles concentrations de 
HDL-C et à une diminution de la taille des particules LDL et d’autre part à une augmentation des 
TG et des marqueurs de l’inflammation systémique (Im et al., 2006; Tsukinoki et al., 2005). La 
corrélation entre ApN, TG et HDL-C reste fortement significative même après ajustement d’un 
Introduction 
 
12 
grand nombre de facteurs comme l’âge, le sexe, le BMI, un antécédent d’hypertension ou de 
diabète, la prise d’alcool, la cigarette et la prise d’hypolipémiants (von Eynatten et al., 2006). De 
plus, l’ApN exerce des effets bénéfiques sur le métabolisme du cholestérol puisqu’elle accélère 
le transport du cholestérol reverse en augmentant l’assemblage des lipoprotéines dans le foie. En 
effet, elle augmente les taux d’ARNm d’ABCA1 (ATP-binding cassette transporter) impliqués 
dans l’initiation de la formation des HDL-C et la Synthèse de la lipoprotéineA-1 dans le foie 
(Matsuura et al., 2007). Des études récentes suggèrent que l’ApN circulante induit des 
modifications du catabolisme des lipoprotéines conduisant à une augmentation des HDL (Verges 
et al., 2006) et une diminution des VLDL chez l’Homme (Lara-Castro et al., 2006). Il existe 
également une association significative entre l’ApN et les enzymes du métabolisme lipidique 
(von Eynatten et al., 2005; von Eynatten et al., 2004). Ces résultats amènent à l’hypothèse selon 
laquelle l’ApN influence directement les concentrations de lipides circulants, spécialement les 
TG et les HDL-C plasmatiques (von Eynatten et al., 2005).  
 
3. ApN, insulino-résistance et diabète de type II 
Des études montrent que des concentrations basses en ApN prédisent le risque de développement 
du diabète de type II, même en l’absence d’autres indicateurs d’IR (Lindsay et al., 2002; 
Spranger et al., 2003). En effet, les concentrations plasmatiques d’ApN sont plus faibles chez les 
sujets qui plus tard, développent un diabète de type II par rapport aux sujets sains. A l’inverse, de 
fortes concentrations d'ApN sont associées à un risque considérablement réduit de 
développement d’un diabète de type II après ajustement  aux facteurs de l’IR (l'âge, le sexe, le 
rapport taille-hanches, l’IMC, le tabagisme, l’activité physique, la consommation d'alcool, et 
l’Hémoglobine glyquée (HbA1c) (Spranger et al., 2003).  
 
III. REGULATION DE LA PRODUCTION D’APN  
1. Régulation hormonale  
1.1. Insuline  
L’administration d’insuline chez des sujets diabétiques de type II entraîne une légère diminution 
des taux sériques de l’ApN (11-13 %), mais pas de son expression. L’effet de l’insuline sur 
l’ApN serait donc lié à une accélération de sa dégradation plutôt qu’à un changement de sa 
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production (Lihn et al., 2003). Chez la souris, l’administration aigue d’insuline diminue 
légèrement l’ApN circulante, aux dépends de la forme HMW (Pajvani et al., 2003). Chez les 
patients présentant un diabète de type 1, les taux sériques d’ApN  sont élevés (Imagawa et al., 
2002; Perseghin et al., 2003). Dans ce cas, ni l’absence d’insuline, ni l’hyperglycémie 
n’expliquent l’élévation des taux plasmatiques d’ApN.  
In vitro, les effets de l’insuline sur l’expression et la production de l’ApN dans les adipocytes 
sont ambigus. Dans les 3T3-L1, les premières études montrent un effet stimulateur de l’insuline 
sur les ARNm de l’ApN (Scherer et al., 1995) ainsi que dans le tissu viscéral humain  (Debard et 
al., 2004). En revanche, ces résultats ont été contredits par l’équipe de Fasshauer qui a montré 
une diminution dose-dépendante des taux d’ARNm de l'ApN dans les cellules 3T3-L1 incubées 
en présence d’insuline (Fasshauer et al., 2002).  
 
1.2. Glucocorticoïdes  
Au cours de l’obésité le turnover des glucocorticoïdes est accéléré et l’exposition du TAV à sa 
propre production de cortisol pourrait contribuer à réduire l’expression des ARNm de l’ApN des 
sujets obèses, pouvant mener à une réduction des taux  sériques de l’ApN (Halleux et al., 2001). 
En effet, des études in vitro ont montré que les glucocorticoïdes réduisent l’expression et la 
sécrétion de l’ApN dans des cultures de cellules 3T3-L1 et dans des adipocytes humains 
(Fasshauer et al., 2002; Halleux et al., 2001; Hawkins et al., 1997). L’association d’une 
hypercorticostéronémie et d’une hypoadiponectinémie a été observée chez des souris obèses 
ob/ob. Dans ce modèle, lorsque le taux de corticostérone redescend à des valeurs physiologiques 
après une adrénalectomie, on assiste à une normalisation des taux d’ARNm et de l’ApN 
circulante (Makimura et al., 2002). De plus, l’élévation des taux de corticostérone 
spécifiquement dans le TA de souris surexprimant la 11β-HSD-1 (11β-hydroxystéroïde 
déshydrogénase  type  1) (enzyme qui réduit le cortisone en cortisol), s’accompagne d’une 
diminution des ARNm ApN (Masuzaki et al., 2001). Inversement, des souris surexprimant la 
11β-HSD-2 (11β-hydroxystéroïde déshydrogénase type 2) (enzyme qui catalyse l’oxydation du 
cortisol en cortisone) dans  le  tissu  adipeux,  (menant  à  une  inactivation  locale  des  
glucocorticoïdes), présentent une augmentation de l’expression d’ApN (Kershaw et al., 2005). 
Chez l’Homme, les taux circulants d’ApN diminuent 30 minutes après l’administration intra-
veineuse d’hydrocortisone (Fallo et al., 2004).  
Introduction 
 
14 
L’ensemble de ces données suggère qu’une surexposition aux glucocorticoïdes exercerait un 
effet inhibiteur sur l’expression des ARNm ApN au niveau du TA conduisant à une baisse de ses 
taux circulants.   
1.3. Catécholamines et AMPc 
Les catécholamines, appelées également hormones du stress, sont des neurotransmetteurs 
impliqués dans les mécanismes adrénergiques de la lipolyse chez l’homme. Elles jouent un rôle 
important dans l’homéostasie énergétique, notamment en contrecarrant l’action anti-lipolytique 
de l’insuline et des récepteurs adrénergiques-α2 (Lafontan et al., 1979). Au contraire, l’activation 
des récepteurs β-adrénergiques par les catécholamines conduit à une augmentation de l’AMPc et 
à une augmentation de l’activité lipolytique. Des études ont mis en évidence un effet inhibiteur 
d’agonistes β-adrénergiques, dépendant de l’AMPc, sur l’expression et la sécrétion de l’ApN, à 
la fois dans des cultures d’explants de TA de souris et dans des cellules 3T3-L1 (Delporte et 
al., 2002; Fasshauer et al., 2001). Cet effet inhibiteur a été confirmé in vivo chez la souris et in 
vitro chez l’Homme (Delporte et al., 2002; Kappes and Loffler, 2000). Ainsi, la capacité des 
catécholamines à inhiber la production d’ApN pourrait altérer la signalisation de l’insuline et, 
de ce fait, contribuer potentiellement à la pathogenèse de l’insulinorésistance comme proposé 
par Fasshauer et al., 2001. 
2. Régulation par les cytokines  
2.1. TNFα 
Une relation inverse existe entre les concentrations sériques d'ApN et le TNF-α (Lau et al., 
2005) suggérant que la production d'ApN est altérée par l'inflammation du TA. En effet, dans les 
adipocytes, le TNFα essentiellement produit par macrophages infiltrés lors d’une obésité (Fain et 
al., 2004; Fain et al., 2006), régule négativement l’expression des facteurs de transcription 
impliqués dans la transcription du gène de l’ApN, tel que PPARγ (Zhang et al., 1996), C/EBP 
(Kita et al., 2005; Ron et al., 1992) SREBPs (Qiao and Shao, 2006; Sewter et al., 2002). Ces 
effets répresseurs du TNFα sur le gène de l’ApN pourraient être médiés par JNK c-Jun N-
terminal kinase). Cette dernière a la capacité de phosphoryler PPARγ et de réduire son affinité 
aux sites de liaison à l’ADN (Kim et al., 2005; Lim et al., 2008) (figure 5). L’activation de JNK 
induite par TNFα est PCK (Protein C Kinase) dépendante (Lim et al., 2008). Le TNFα exercerait 
également un effet inhibiteur sur l’expression de l’ApN en diminuant l’activité transcriptionnelle 
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du facteur de transcription Sp1 (Barth et al., 2002). De plus le TNFα induit l’expression de 
IGFBP-3 (Insulin-like growth factor binding protein 3) un inhibiteur de croissance, qui réprime 
la transcription du gène de l’ApN et induit une IR (Zappala and Rechler, 2009). 
2.2. ILs  
Dans le cas une d’IR avérée dans le cadre de l’obésité (Fernandez-Real et al., 2001; Straub et al., 
2000), la baisse de tolérance au glucose (Muller et al., 2002) et d’un diabète de type II (Kado et 
al., 1999; Pickup et al., 1997), les taux plasmatiques de l’IL-6, cytokine aux propriétés pro- et 
anti-inflammatoire (Ohshima et al., 1998; Tilg et al., 1994), sont  augmentés. Dans ces 
conditions, l’IL-6 modulerait les taux d’ApN et ses effets insulino-sensibilisateurs de manière 
négative. In vitro, IL-6 diminue à la fois l’expression des ARNm de l’ApN et sa sécrétion dans 
les adipocytes en culture 3T3-L1 (Fasshauer et al., 2003). Chez l’Homme, cet effet inhibiteur sur 
les ARNm de l’ApN a également été démontré (Bruun et al., 2003).  De plus, les souris 
déficientes en IL-6 présentent des taux plasmatiques élevés d’ApN, par rapport aux souris 
témoins, lorsqu’elles sont soumises à un régime riche en graisses (Di Gregorio et al., 2004).  
D’autres ILs semblent capables d’exercer des effets régulateurs sur la production d’ApN. L’IL-
18 est négativement corrélée aux taux sériques de l’ApN dans l’obésité et le diabète de type II 
(Esposito et al., 2002; Thompson et al., 2007). L’IL-18  aurait également un effet inhibiteur sur 
l’expression de l’ApN dans les adipocytes 3T3-L1 et pourrait jouer un rôle majeur dans la 
suppression de l’expression génique de l’ApN dans l'obésité (Chandrasekar et al., 2008; Kim et 
al., 2006). Inversement, l’IL-15,  une  cytokine exprimée abondamment dans le muscle 
squelettique, stimule la sécrétion d’ApN par les adipocytes 3T3-L1 différenciés et inhibe 
l’accumulation lipidique dans ces cellules. Ces résultats soutiennent l’hypothèse selon laquelle 
l’IL-15 participe à la modulation de la composition corporelle ainsi que la sensibilité à l’insuline, 
notamment en stimulant l’anabolisme protéique et en réduisant l’expansion du TA  (Quinn et al., 
2005). Par contre, l’IL-1β réduit les taux d’ARNm ApN dans des explants de TA sous-cutané et 
viscéral humains (Lihn et al., 2004). 
 
 3. Régulation par la leptine 
 
L’ApN et la leptine sont inversement corrélées in vivo (Matsubara et al., 2002) mais pas in vitro 
(Zhang et al., 2002). Un des mécanismes sous-jacents serait une régulation réciproque de la 
leptine et de l’ApN par le TNFα. En effet, TNFα stimule la production de la leptine et inhibe 
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celle de l’ApN (Bruun et al., 2003; Fasshauer et al., 2002; Ruan et al., 2002). De plus la leptine 
stimule la production de TNFα (Loffreda et al., 1998) et cet effet est atténué par l’ApN (Zhao et 
al., 2005). Cependant, des études suggèrent que des facteurs nerveux issus de l’hypothalamus 
sont également mis en jeu dans cette relation inverse entre leptine et ApN (Huypens and 
Quartier, 2006).  
Chez la souris obèse (ob/ob), un traitement par la leptine augmente les taux d’ARNm, le contenu 
intra-adipocytaire et la sécrétion de l’ApN habituellement réduits. Ces mêmes paramètres sont 
également augmentés après incubation dans les adipocytes 3T3-F442A en présence de la leptine 
(Delporte et al., 2004).  
L’ensemble de ces études montrent bien un effet modulateur de la leptine sur la production de 
l’ApN, cependant les résultats sont contreversés et nécéssitent des expériences complémentaires.  
 
 4. Régulation nutritionnelle 
 
Tout d’abord, il a été démontré que la prise alimentaire en tant que telle a peu d’influence sur les 
fluctuations circadiennes de l’ApN circulante, un repas entraînant seulement une légère 
augmentation transitoire de sa concentration plasmatique (Calvani et al., 2004). A l’inverse, 
l’apport calorique du régime exerce des effets importants sur l’adiponectinémie compte tenu de 
son impact sur la modulation de la masse grasse. Ainsi, les régimes hypocaloriques à long terme 
conduisent à une perte de la masse grasse et à une augmentation des taux sériques de l’ApN alors 
que des régimes hypocaloriques à court terme n’ont aucune incidence sur ces taux (Gavrila et al., 
2003; Xydakis et al., 2004). Il existe peu d’informations concernant les effets de la nature des 
nutriments sur la production d’ApN. Toutefois, il a été montré qu’un régime hyperlipidique 
comprenant une majorité d’EPA (acide eicosapentaénoique) et de DHA (acide 
docosahexaénoique), stimule l’expression de l’ApN et augmente ses taux circulants chez les 
rongeurs (Flachs et al., 2006). Il a également été rapporté qu’une consommation journalière en 
acides gras polyinsaturés n-3 conduit à l’induction de l’ApN plasmatique chez des patients en 
surpoids (Krebs et al., 2006). L’EPA et le DHA sont des agents hypolipémiants, avec des effets 
prophylactiques sur les maladies cardiovasculaires et protégeant de l’IR ainsi que de l’obésité 
chez les rongeurs (Ruzickova et al., 2004). Ces effets semblent toutefois ne pas être simplement 
consécutifs à la réduction de la masse grasse induite pas l’EPA et le DHA mais à des 
modifications rapides de composition des phospholipides membranaires (Lefils et al., 2010). 
Dans cette étude, les effets bénéfiques du DHA sur la production d’ApN sont d’ailleurs 
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maintenus au delà de la période de traitement alors même que les animaux reprennent du poids 
(Lefils et al.). Par ailleurs, il a été démontré que les mécanismes impliqués dépendent de 
l’activation de PPARg (Neschen et al., 2006).  
 
 5. Régulation par les thiazolidinediones  
 
La pioglitazone et la rosiglitazone appartiennent à la famille des thiazolidinediones ou glitazones 
(GTZ), et sont utilisées comme agents antidiabétiques oraux, ce sont de puissants agonistes des 
PPARγ. Ils potentialisent les effets de l’insuline au niveau périphérique (foie, muscle 
squelettique et TA) sans en stimuler sa sécrétion (Steiner and Lien, 1987) réduisant ainsi 
l’hyperglycémie et améliorant le profil lipidique chez les patients diabétiques de type II (figure 
6). En effet, l’apparition d’une IR ou d’un syndrome métabolique, qui précède l’établissement du 
diabète de types II, est généralement associée à une dyslipidémie caractérisée par des 
concentrations plasmatiques élevées de TG et des particules de LDL (Low Density Lipoprotein) 
petites et denses, et par des taux abaissés en HDL-C (High Density Lipoprotein) (Haffner, 2002). 
Néanmoins, c’est au niveau du TA que les GTZ jouent leur rôle principal en stimulant la 
différenciation adipocytaire (de Souza et al., 2001). En effet, les adipocytes produits en réponse 
aux TZD sont plus petits, et donc plus sensibles à l’action de l’insuline (McLaughlin et al., 
2009). In vivo, plusieurs études menées chez l’homme mince, obèse ou diabétique de type II, ont 
montré qu’un traitement prolongé par les GTZ augmente les taux plasmatiques de l’ApN (Maeda 
et al., 2001; Yang et al., 2002; Yu et al., 2002). Toutefois, les mécanismes d’action semblent être 
différents entre la Pioglitazone (PioGTZ) et la Rosiglitazone (RosiGTZ). La pioglitazone 
augmente les taux plasmatiques d'ApN chez l’Homme sans aucun effet sur l'expression du gène 
de l’ApN dans le TA (Rasouli et al., 2006) ce qui suggère une action sur sa sécrétion. A 
l’inverse, la rosiglitazone renforce l’activité du promoteur de l’ApN et augmente ainsi 
l’expression du gène de l’ApN d’une manière dose-dépendante dans les adipocytes 3T3-L1 en 
culture (Maeda et al., 2001). En conclusion, l’amélioration de l’IR et du diabète de type II par les 
GTZ apparaît associée à l’augmentation de la production d’ApN même si actuellement, on 
considère qu’il existe également des effets ApN-indépendants (Kubota et al., 2006). 
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IV. MECANISME DE REGULATION TRANSCRIPTIONNELLE DE LA 
PRODUCTION  
1. Structure du gène de l’ApN  
Chez l’Homme, le gène de l’ApN est situé sur le bras long du chromosome 3 (région 3q27).  A 
cet endroit a été localisée une susceptibilité au syndrome métabolique et au diabète de type  
II (Vionnet et al., 2000). Certaines  caractéristiques phénotypiques du syndrome métabolique 
(obésité, IR, hypertension artérielle, maladies cardiovasculaires…) sont d’ailleurs associées à un 
QTL (Quantitative trait loci) situé sur le chromosome 3,  dans la région codant le gène de l’ApN. 
D’après Comuzzie, ce QTL aurait des effets sur les concentrations plasmatiques d’ApN, 
suggérant une forte contribution génétique aux taux circulants de l’ApN (Comuzzie et al., 2001). 
Chez la souris, ce gène se trouve sur le chromosome 16 (Das et al., 2001). Chez l’homme et la 
souris, le gène de l’ApN comporte 2 introns et 3 exons dont seulement deux sont traduits en 
protéine (Schaffler et al., 1999). Ce gène est long de 16 kb et son ADNc est de 4,5 kb (Kappes 
and Loffler, 2000). L’activité transcriptionnelle basale du gène de l’ApN est située chez l’homme 
dans une région allant de -676-41 du promoteur (Kita et al., 2005) et dans un fragment d’environ 
Figure 6 : Les GTZ améliorent l'IR et le diabète de type II de manière dépendante et indépendante 
de l’ApN. Deux voies différentes sont impliquées dans l'amélioration de l'IR induite par les GTZ. 
L’augmentation des niveaux d'ApN en réponse aux GTZ améliore l'IR, ce qui augmente 
l'activation AMPK, et diminue la néoglucogenèse dans le foie. D'autre part, indépendamment de 
l'ApN, les GTZ diminuent la taille des adipocytes, les taux sériques en AGL, l'expression de TNFα 
et la résistine, contribuant ainsi à amélioration de résistance à l'insuline dans le muscle squelettique 
(Kadowaki 2005). 
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Figure 4 : Structure basique du promoteur du gène de l’ApN de l’homme et la souris (Liu, 2010) 
1 kb situé en amont du site d'initiation de la transcription du gène de l’ApN chez la souris (Das et 
al., 2001; Schaffler et al., 1998). À l’heure actuelle, il existe encore peu d’informations sur le 
promoteur de l’ApN, région conservée chez l’Homme et la souris. Ce promoteur ne semble pas 
contenir de sites conventionnels de liaison pour certains facteurs, tels que TATA-box ou 
encore CRE (cAMP response element). Cependant, la présence de sites de liaison à plusieurs 
facteurs de transcription et éléments régulateurs ont déjà été décrits comme C/EBP-α 
(CCAAT / enhancer binding protein α), C/EBP-β, PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptors γ), SREBP (Sterol Regulatory Element Binding Protein), SP1 et SP3 et E-box 
(protéines à motif hélice-boucle-hélice) (figure 4). Ces facteurs de transcription ont montré leur 
capacité de modulation de l’ApN au niveau transcriptionnel, en plus de jouer un rôle important 
dans la différenciation  adipocytaire. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 2. Régulation par différents facteurs de transcription 
 
La régulation de la transcription du gène de l’ApN par C/EBP-α (CCAAT / enhancer binding 
protein) et PPAR-γ est réalisée à différents sites du gène ApN (figure 5). La protéine C/EBP-
α, qui joue un rôle important dans la transformation des préadipocytes en adipocytes, régule 
positivement la transcription du gène ApN via une interaction avec un intronic enhancer situé 
dans le premier intron (Qiao et al., 2005). L’expression adipeuse du gène ApN est induite et 
maintenue par la liaison directe de l’hétérodimère PPAR-γ/RXRα au site PPRE (PPAR 
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response element) au sein du promoteur de l’ApN (Iwaki et al., 2003). D’autres récepteurs 
nucléaires, comme LRH-1, se lient également au LRH-RE (liver receptor homolog-1 
response  element)  et  fonctionnent  comme  facteur  compétent,  augmentant  ainsi  la 
transactivation de PPAR-γ/RXR (figure 5) (Iwaki et al., 2003). Le promoteur de l’ApN est 
également capable de lier les facteurs de transcription SP1 et SP3, qui semblent 
respectivement stimuler et inhiber son activité. Le TNF-α exercerait un effet inhibiteur sur 
l’expression d’ApN en diminuant l’activité transcriptionnelle de SP1 (Barth et al., 2002). 
 
PPARγ a été identifié comme un régulateur favorable à l'ensemble du processus de la 
biosynthèse de l'ApN. Néanmoins des études récentes suggèrent que l'effet principal de PPARγ 
serait de favoriser le processus d'assemblage et de sécrétion de l’ApN, plutôt que celui de sa 
transcription. Dans ce sens, la pioglitazone, un agoniste de PPARγ, augmente les taux 
plasmatiques d'ApN chez les sujets humains, sans aucun effet sur l'expression du gène de l’ApN 
dans le TA (Rasouli et al., 2006). De plus, le traitement d’adipocytes par des agonistes PPARγ 
augmente la synthèse et la sécrétion de HMW-ApN, sans affecter l’expression des ARNm ni la 
synthèse de l’ApN native (Banga et al., 2009; Qiang et al., 2007). Un des mécanismes probables 
par lequel les thiazolidinediones augmenteraient les niveaux d'ApN ainsi que sa sécrétion serait 
de stimuler l'expression des protéines impliquées dans l'assemblage et la sécrétion d'ApN telle 
qu’Ero1-Lα. En effet, l'activation de PPARγ améliore le niveau d'expression d’Ero1-Lα dans les 
adipocytes matures chez la souris (Cheng et al., 2007; Qiang et al., 2007). 
 
 
Quant au SREBP-1c, il régule positivement l’activité promotrice de l’ApN via l’interaction 
directe de l’hétérodimère SREBP-1c/E47 aux séquences consensus E-box du promoteur lors de 
la différenciation dans les adipocytes mûrs. À l’inverse, l’activité transcriptionnelle de l’ApN est 
réprimée dans les adipocytes indifférenciés. Dans ce cas,  les protéines Id3 (inhibitor of 
différenciation 3) agissent comme des dominantes négatives en réduisant la disponibilité de E47 
aux séquences E-box du promoteur par simple liaison (Doran et al., 2008; Moldes et al., 1999; 
Seo et al., 2004) (figure 5). 
 
La biosynthèse et la sécrétion de l’ApN sont également régulées par SIRT1 (sirtuin 1, 
désacétylases d’histone NAD-dépendantes), enzyme impliquée dans la régulation du 
métabolisme glucidique et lipidique par désacétylation de divers substrats cellulaires, dans les 
adipocytes. Une surexpression modérée de SIRT1 chez la souris augmenterait les niveaux d'ApN 
(Banks et al., 2008). La restriction calorique régule positivement les taux d'expression de SIRT1 
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(Liang et al., 2009) et d'ApN (Zhu et al., 2004). Ainsi, SIRT1 induirait potentiellement, par un 
mécanisme sous-jacent, une régulation positive de l'ApN. Ce mécanisme passerait par une 
désacétylation du facteur de transcription FoxO1(Forkhead box O1) (acteur clé des réponses 
transcriptionnelles à l’insuline qui joue un rôle central dans l’adaptation métabolique au cours du 
jeûne), ce qui le piège dans le noyau et favoriserait l'expression du gène de l'ApN (Frescas et al., 
2005; Qiao and Shao, 2006) (figure 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. EFFICACITE BIOLOGIQUE DES DIFFERENTES ISOFORMES D’APN 
Des données épidémiologiques et génétiques suggèrent que les effets métaboliques et bénéfiques 
de l’ApN chez l’Homme pourraient être principalement médiés par le complexe HMW (Lara-
Castro et al., 2006; Liu et al., 2007). Plusieurs observations soutiennent l’hypothèse selon 
laquelle les multimères HMW sont les plus bioactifs et constitueraient un meilleur marqueur que 
l’ApN totale dans la prédiction de la résistance à l’insuline, le syndrome métabolique (Hara et 
al., 2006) et le diabète de type II (Nakashima et al., 2006; Retnakaran et al., 2007). 
L’augmentation du ratio HMW/ApN totale, mais pas l’ApN totale elle-même, est en effet bien 
corrélée avec l’amélioration de la sensibilité à l’insuline au cours du traitement par des insulino-
sensibilisateurs, les thiazolidinediones, chez des souris diabétiques et chez des patients 
diabétiques de type II (Pajvani et al., 2004). D’autre part, la baisse des taux sériques d’ApN 
totale observée chez les patients présentant un diabète de type II ou des maladies 
 
 
Figure 5 : Régulation en amont de la transcription de l’ApN par différentes voies de 
signalisation d’après Liu, 2010.  
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cardiovasculaires, comparés à des sujets sains, est presque entièrement imputable à la réduction 
sélective de l’oligomère HMW, sans changements manifestes de concentration des complexes 
trimériques et hexamériques (Basu et al., 2007; Kobayashi et al., 2004). A l’inverse, la perte de 
poids, soit par restriction calorique ou par pontage gastrique, entraîne une élévation sélective de 
l’ApN-HMW mais pas des deux autres isoformes (Bobbert et al., 2005; Swarbrick et al., 2006). 
Récemment, Lara-Castro et al. ont examiné, de manière approfondie, les relations entre les 
concentrations circulantes d’ApN totale, ses différents oligomères, la répartition relative (ratio) 
de ces derniers et les paramètres associés au syndrome métabolique. Ces auteurs ont montré que 
l’ApN est associée à une sensibilité accrue à l’insuline, à une réduction de la graisse abdominale, 
à la hausse de l’activité oxydative basale des lipides, et à de fortes concentrations de LDL moins 
athérogènes et des HDL plus cardioprotectrices. Ils ont également démontré que c’est la quantité 
de complexes d’ApN-HMW, et non celle de l’ApN totale,  qui est principalement responsable de 
ces relations (Lara-Castro et al., 2006). De plus, l’importance biologique de l’ApN-HMW est 
également mise en évidence dans des cas de mutations génétiques rares dans le domaine 
collagène de l’ApN. Ces mutations sont caractérisées par des niveaux extrêmement bas de  la 
forme HMW, due à une capacité réduite d’oligomérisation, et sont étroitement associées au 
diabète de type II (Hara et al., 2002; Tasanen et al., 2000; Waki et al., 2003). 
 
Les différentes formes de l’ApN possèdent donc des effets métaboliques distincts. Cependant,  
une fois sécrétés, ces oligomères ne sont pas interchangeables, ce qui suggère que leur répartition 
dans la circulation est principalement contrôlée au niveau de la sécrétion des adipocytes (Pajvani 
et al., 2003). Plusieurs études ont démontré l’importance de protéines chaperonnes du ER 
(réticulum endoplasmique site de modification de protéine et de production de macromolécules), 
ERp44 (ER protein of 44 kDa) et Ero1 (ER membrane-associated oxidoreductase)-Lα, dans 
l’assemblage de HMW-ApN et sa sécrétion (figure 7) (Cheng et al., 2007; Qiang et al., 2007). 
D’une part, la protéine ERp44 piégerait l’ApN dans l’ER par une interaction covalente avec le 
groupement thiol du résidu Cys39 de l’ApN (Alberini et al., 1990; Anelli et al., 2003) et 
m’attiendrait l’ApN dans un environnement oxydant favorable aux modifications post-
traductionnelles, telle que la formation des ponts disulfures. D’autre part, la protéine Ero1-Lα, du 
fait de sa fonction oxydoréductrice, favoriserait la libération de l’ApN en entrant en compétition 
avec ERp44 (Dias-Gunasekara and Benham, 2005). Par ailleurs, la sécrétion de l’ApN est 
inhibée par la surexpression de ERp44 et augmentée par le traitement siRNA (ARN interférent 
empêchant l'expression de gènes) de cette protéine chaperonne. A l’inverse des effets inhibiteurs 
d’ERp44, une surexpression d’Ero1-Lα augmente de manière sélective la forme l’HMW-ApN 
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(Cheng et al., 2007; Qiang et al., 2007). En revanche, un traitement siRNA du gène Ero1-Lα, 
inhibe la sécrétion de la forme l’HMW-ApN mais augmente la sécrétion de la forme trimérique 
de l’ApN (Cheng et al., 2007). Chez les souris obèses ob / ob, la diminution de l'expression de 
ERp44 et Ero1-Lα dans le TA est associée à la réduction du ratio HMW/total ApN dans la 
circulation. Inversement, les agonistes PPARγ, les thiazolidinediones, qui induisent 
sélectivement la sécrétion d'HMW-ApN, stimulent l’expression de Ero1-Lα dans les adipocytes 
3T3-L1 et le TA des souris obèses ob / ob (Cheng et al., 2007; Qiang et al., 2007). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’ApN semble également exercer ses effets sur le foie par l’intermédiaire de la forme HMW. En 
effet, Sherer et al. ont montré que l’ApN recombinante, issue de cellules de mammifères capables 
de former la HMW-ApN peut diminuer l’hyperglycémie chez des souris diabétiques en inhibant 
la production de glucose (Berg et al., 2001). A l’inverse, l’ApN d’origine bactérienne incapable 
de former la HMW-ApN est quasiment inactive. Ces mêmes auteurs ont comparé les effets aigus 
de chaque oligomère d’ApN, préalablement purifié par gel de filtration chez les souris déficientes 
en ApN : une injection intraveineuse d’HMW–ApN  conduit à la baisse de la concentration du 
glucose sanguin,  de manière dose dépendante, mais pas la forme hexamèrique (Pajvani et al., 
2004). De plus, des études ex-vivo sur des hépatocytes primaires de rat ont montré la nécessité de 
la formation d’HMW-ApN pour engendrer les effets insulino-sensibilisateurs de l’ApN au niveau 
 
Figure 7 : Les voies cellulaires de la biosynthèse des trois oligomères de l’ApN. L'activation de 
PPARγ induit l’expression d’Ero1-Lα, qui se lie à son tour à ERp44 comme un partenaire 
privilégié, conduisant à la libération de l’HMW-ApN piégé par le groupement thiol (Wang, 2008). 
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du foie (Wang et al., 2002). Une injection aiguë ou chronique d’ApN recombinante supplémentée 
de la forme HMW-ApN entraîne l’activation marquée d’AMPK (5' adenosine monophosphate-
activated protein kinase) dans le foie. et une réduction prolongée de l’hyperglycémie et de la 
résistance à l’insuline chez les souris diabétiques db/db. Cependant, ces effets métaboliques 
disparaissent lorsque les souris sont traitées avec de l’ApN recombinante en absence de HMW-
ApN (Wang et al., 2006). Ces résultats sur l’animal sont compatibles avec les observations 
cliniques montrant que le ratio HMW/ApN totale est étroitement corrélé avec la sensibilité à 
l’insuline dans le foie (Pajvani et al., 2004). 
Dans le muscle, Lodish et le groupe de Kadowaki ont montré que l’ApN globulaire  d’origine 
bactérienne, formée exclusivement de la forme trimérique, augmente puissamment la β-
oxydation des acides gras et améliore la sensibilité à l’insuline (Fruebis et al., 2001; Yamauchi et 
al., 2001). D’autre part, l’ApN issue d’Escherichia Coli, qui contient un pourcentage plus élevé 
de la forme hexamèrique et une petite portion de la forme trimérique, est beaucoup moins 
efficace que l’ApN globulaire dans le tissu musculaire. Lodish et al. ont démontré que les 
différentes formes d’ApN activent différentes voies de signalisation dans les cellules musculaires 
C2C12 (Fruebis et al., 2001; Tsao et al., 2002; Tsao et al., 2003; Yamauchi et al., 2001). Les 
formes HMW-ApN et hexamèrique activent NF-kB mais pas la forme trimérique. Au contraire, 
seule la forme trimérique induit la phosphorylation de la sous-unité AMPKα sur Thr172 
(Yamauchi et al., 2003a). Ces résultats montrent donc que la forme trimérique de l’ApN joue le 
rôle le plus puissant dans la médiation des effets bénéfiques de l’ApN au niveau du muscle 
squelettique. Toutefois, il est important de souligner que ces études fonctionnelles sur le muscle 
squelettique ont utilisé le domaine globulaire d’ApN d’origine bactérienne comme source de la 
forme trimérique de l’ApN. Or, cette dernière, ne subit pas de modifications post-
traductionnelles, à l’inverse de l’ApN endogène. De ce fait, ces résultats présentent un intérêt 
pharmacologique mais leur importance physiologique reste incertaine.  D’un autre côté, Hada et 
al. ont récemment purifié les 3 formes d’ApN à partir de sérum humain et comparé l’efficacité 
biologique de cette ApN endogène sur des cellules musculaires C2C12 (Hada et al., 2007). 
Contrairement aux résultats susmentionnés, c’est la forme HMW qui a la plus haute affinité pour 
les fractions membranaires des cellules C2C12 et l’effet activateur de l’AMPK le plus puissant 
dans cette lignée cellulaire. Ces données obtenues avec une ApN qui se rapproche le plus de 
celle trouvée dans les conditions physiologiques soulèvent la possibilité que l’HMW-ApN soit 
comme dans le foie, la forme la plus bioactive dans le muscle squelettique et justifient des études 
plus approfondies. 
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VI. MECANISMES D’ACTION DE L’APN 
1. Les Récepteurs de l’ApN 
1.1. Propriétés et voies de signalisation   
Deux récepteurs à l’ApN ont été clonés, Adiponectin receptor 1 (AdipoR1) et Adiponectin 
receptor 2 (AdipoR2). Ce sont des récepteurs à 7 domaines transmembranaires qui présentent 
une topologie opposée à celle des récepteurs couplés aux protéines G avec une extrémité N-
terminale intracellulaire et une extrémité C-terminale extracellulaire (figure 8). Ils ne sont pas 
couplés aux protéines G et n’ont pas les seconds messagers de ces derniers (AMPc, GMPc, Ca++) 
(Yamauchi et al., 2003a). AdipoR1 a une expression ubiquitaire, avec une prédominance dans le 
muscle squelettique. Quant à AdipoR2, il est préférentiellement exprimé dans le foie (Yamauchi 
et al., 2003a). Ces deux récepteurs sont également exprimés dans d’autres tissus et organes, 
comme les cellules β du pancréas (Kharroubi et al., 2003), les monocytes-macrophages, les 
plaques d’athérosclérose (Chinetti et al., 2004), le cerveau ainsi que le TA, où leur expression est 
augmentée pendant la différenciation adipocytaire (Fasshauer et al., 2004; Yamauchi et al., 
2003b). L’affinité de l’ApN pour ses récepteurs dépend de sa forme. Ainsi, AdipoR1 possède 
une forte affinité pour l’ApN globulaire mais une affinité plus faible pour  la forme totale, tandis 
que l’affinité d’AdipoR2 est intermédiaire pour les deux formes d’ApN (Yamauchi et al., 
2003a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8 : Structure des récepteurs de l’ApN. AdipoR1 et AdipoR2 contiennent 7 
domaines transmembranaires mais  sont  structurellement et  topologiquement différents des  
récepteurs couplés aux protéines G (Kadowaki 2005). 
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Les voies de signalisatioactivées par AdipoR1 et R2 font intervenir PPARα,  AMPK et 
p38MAPK (p38 mitogen-activated protein kinase) (figure 9). L’activation de PPARα semble 
impliquée uniquement dans le métabolisme des acides gras, en revanche, l’activation d’AMPK 
ou de p38MAPK pourrait être impliquée dans l’oxydation des acides gras ainsi que dans le 
captage du glucose (Yamauchi et al., 2003a).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Hug et al. ont identifié la T-cadhérine, une glycoprotéine impliquée dans l’adhésion cellulaire, 
comme un récepteur potentiel pour l’ApN. Elle est exprimée dans les cellules endothéliales et les 
cellules musculaires lisses, où elle est co-localisée avec l'ApN. Seuls les complexes de haut poids 
moléculaire d’ApN sont capables de se lier à la T-cadhérine, ce qui implique que les 
modifications post-traductionnelles de l'ApN sont essentielles à sa liaison. Il est donc 
envisageable que la T-cadhérine qui est une protéine extracellulaire sans domaine intracellulaire, 
puisse agir comme une adiponectin binding protein plutôt que comme corécepteur. Quoi qu’il en 
soit, la T-cadhérine n’est pas exprimée dans le foie (Hug et al., 2004) 
Figure 9 : Transduction du signal par les récepteurs de l’ApN. gApN existe sous forme d’un 
trimère tandis que l’ApN « entière » existe au moins sous 3 formes de multimères (LMW, 
MMW, HMW). AdipoR2 présente une faible affinité pour gApN (représenté par une ligne en 
pointillé). La surexpression d’AdipoR1/R2 a peu d’effet sur l’AMPc, le GMPc et le Ca2+ 
intracellulaire, AdipoR1/R2 ne semblent donc pas couplés aux protéines G. Par contre, ils 
activent différentes voies comme le PPARα, l’AMPK et la p38 MAPK avec pour conséquence une 
augmentation de l’oxydation des acides gras, du captage du glucose et une diminution de la 
gluconéogenèse. La T-cadhérine est aussi capable de lier l’ApN mais n’a pas d’effet sur la 
signalisation cellulaire de cette dernière. L’interaction de APPL1 (adaptor protein containing 
pleckstrin  homology  domain,  phosphotyrosine-binding  domain,  and  leucine  zipper motif 1) 
avec AdipoR1 apparaît jouer un rôle important dans la signalisation de l’ApN (Kadowaki 2005). 
Introduction 
 
27 
 
Plus récemment, une protéine adaptatrice au domaine N-terminal intracellulaire du récepteur de 
l’ApN, APPL (adaptor protein containing pleckstrin homology domain, phosphotyrosine-
binding domain, and leucine zipper motif), a été identifiée (Mao et al., 2006).  Elle existe sous 
deux isoformes, APPL1 et APPL2. Les deux isoformes semblent être compétitives et jouent un 
rôle clé dans l’activation ou l’inhibition de l’AMPK (Cheng et al., 2007; Mao et al., 2006). Le 
rôle principal est attribué à APPL1 car il a été montré que l’ApN, en se liant au domaine C-
terminal extracellulaire de AdipoR1, favorise la fixation de APPL 1 sur l’extrémité N terminale 
et activant ainsi les voies de signalisation favorisant l'oxydation des lipides et le captage du 
glucose de l’insuline. APPL1 apparaît donc comme étant un médiateur important dans la 
sensibilité à l’insuline via l’ApN dans le muscle squelettique. La liaison d’APPL1 aux récepteurs 
d’ApN est essentiellement consécutive à la phosphorylation de l’AMPK au Thr172. APPL1 
interagit avec environ 14 protéines. Il a également un impact comme médiateur des autres voies 
de signalisation (action directe avec les récepteurs membranaires ou des protéines de 
signalisation) et joue donc un rôle crucial dans la prolifération cellulaire, dans diverses voies de 
signalisation de l'apoptose (Liu et al., 2002), la survie cellulaire (Schenck et al., 2008), la 
localisation des protéines endosomales (Varsano et al., 2006), et le remodelage de la chromatine 
(Miaczynska et al., 2004). Quant à APPL 2, il produit les effets inverses une fois lié à APPL1 
(Cheng et al., 2007; Mao et al., 2006). 
 
1.2. Régulation de l’expression  
Plusieurs études cliniques ont permis d’établir des corrélations inverses entre le niveau 
d’expression d’AdipoR1 dans les muscles squelettiques et le diabète de type II ou les paramètres 
associés (Civitarese et al., 2004; Debard et al., 2004). Chez les souris db/db (déficiente en 
récepteurs de la leptine), les taux d’expression d’AdipoR1/R2 sont diminués de moitié dans le 
foie par rapport aux souris sauvages. Cette réduction pourrait être impliquée dans le 
développement de la résistance à l’insuline et du diabète observés chez les souris obèses. Ainsi, 
au cours de l’obésité, on assiste à la fois à une diminution de l’ApN circulante et à une 
diminution de l’expression des récepteurs conduisant à une réduction de la sensibilité à l’ApN. 
Au contraire, la surexpression d’AdipoR1 ou d’AdipoR2 dans le foie des souris db/db améliore 
considérablement l’état pathologique et ceci via deux voies de signalisation différentes 
(Yamauchi et al., 2007). La surexpression d’AdipoR1 réduit la production hépatique de glucose 
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et augmente l'oxydation des acides gras via l’activation de l'AMPK, tandis que la surexpression 
d’AdipoR2 active l'oxydation des acides gras et inhibe l'inflammation et le stress oxydatif via 
PPARα (Yamauchi et al., 2007).  En conclusion, les récepteurs à l’ApN hépatiques jouent un 
rôle déterminant dans la régulation du métabolisme glucido-lipidique et sont indispensables à 
l’existence des effets biologiques de l’ApN. 
 
AdipoR1/R2 sont exprimés dans le TA viscéral et sous-cutané de manière significativement plus 
faible que dans le muscle. En revanche, ils sont inversement corrélés à la concentration 
circulante de l’ApN dans le muscle alors que seul AdipoR2 dans le tissu sous-cutané est 
positivement associé aux taux d’ApN circulante (Bluher et al., 2006; Bluher et al., 2007). Dans 
le TA, l’expression d’AdipoR1 et d’AdipoR2 est réduite par l’obésité et régulée négativement 
par le TNF α (Kadowaki and Yamauchi, 2005; Lord et al., 2005). A l’inverse, dans le muscle et 
le foie, les deux récepteurs seraient augmentés chez les souris hypoinsulinémiques-
hyperglycémiques ou soumises à un jeûne (Tsuchida et al., 2004).  
L’expression d’AdipoR1 ne semble être affectée par aucun facteur hormonal, et seule l’hormone 
de croissance stimule l’expression d’AdipoR2 (Fasshauer et al., 2004). Le jeûne régule 
également de manière positive le gène de l’AdipoR2 et augmente son expression uniquement 
dans le TA épididymaire (Bluher et al., 2005). Il semblerait que l’expression des deux récepteurs 
suive un rythme circadien avec une baisse de leur synthèse dans le TA blanc et brun durant la 
nuit (Bluher et al., 2005).  
 
Les récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme des lipides jouent également un rôle 
dans la régulation des récepteurs de l’ApN. Ainsi, des agonistes de PPARα et PPARγ 
augmenteraient l’expression d’AdipoR2 alors que les agonistes de LXR (Liver X Receptor) 
induisent à la fois AdipoR1 et AdipoR2 dans les macrophages humains (Chinetti et al., 2004).  
 
 VII. MECANISMES CONDUISANT A L’AMELIORATION DE 
L’INSULINO-RESISTANCE PAR L’APN  
L’apparition d’une IR au niveau périphérique est souvent liée à une lipotoxicité et conduit à plus 
long terme à l’installation d’un diabète de type II.  A l’origine de cette IR, une accumulation des 
graisses corporelles provoquant une inflammation du TA (Ukkola and Bouchard, 2001). Ce 
phénomène inflammatoire englobe autour de l’obésité centrale et de l’IR, le diabète de type II, 
les dyslipidémies et l’hypertension artérielle, des pathologies favorisant l’apparition de maladies 
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cardio-vasculaires (Ferrannini, 1993; Reaven, 1988). L’ApN possède des effets insulino-
sensibilisateurs en réduisant l’hyperglycémie présente lors d’une IR ou d’un diabète de type II.  
En effet, plusieurs études sur des modèles de rongeurs ont établi une fonction stimulatrice de 
l’ApN, particulièrement en ce qui concerne la captation du glucose par les tissus périphériques 
(muscle,  tissu  adipeux) mais également sur la réduction de la gluconéogenèse via l’activation 
de l’AMPK (Berg et al., 2001; Combs et al., 2004; Fruebis et al., 2001; Satoh et al., 2005; Xu et 
al., 2003a; Yamauchi et al., 2003b; Yamauchi et al., 2001). Des souris, surexprimant par 
transgénèse la forme globulaire ou « entière » de l’ApN, sont protégées de l’IR (Combs et al., 
2004; Yamauchi et al., 2003b). Des effets similaires ont été observés a contrario chez des souris 
déficientes en ApN. Suite à l’administration d’un régime riche en graisses, ces souris 
développent une IR sévère accompagnée de concentrations sériques élevés en TNFα et en AGLs 
par rapport aux souris témoins (Kubota et al., 2002; Maeda et al., 2002). Ces trois paramètres 
sont corrigés par la simple administration d’ApN (Maeda et al., 2002). Chez l’Homme, les taux 
plasmatiques de l’ApN sont négativement et indépendamment corrélés à la production de 
glucose endogène (Stefan et al., 2003), ce qui confirme les données observées chez les animaux. 
 
1. Effets sur l’adiposité 
Des études chroniques résultant essentiellement de manipulations génétiques sur la variation du 
poids corporel et de la masse grasse ont été réalisées. Ces expériences ont donné lieu à des 
résultats contradictoires. Un modèle de souris KO pour le gène de l’ApN ne développe pas 
d’obésité, même soumis à un régime riche en graisse (Maeda et al., 2002). En revanche, une 
augmentation de la masse grasse, essentiellement au niveau inter-scapulaire et orbitaire, a été 
constatée chez des souris surexprimant une forme d’ApN mutée dans le domaine collagène, sous 
contrôle d’un promoteur ubiquitaire (CMV) ou d’un promoteur adipocytaire (aP2). Toutefois, 
cette croissance ne s’accompagne ni d’une augmentation de la prise alimentaire, ni d’un 
changement de la dépense énergétique sur une durée de 24h (Combs et al., 2004). Cette 
hypertrophie sélective pourrait être la conséquence d’un effet autocrine de l’ApN ou due à un 
changement hormonal secondaire à la surexpression de l’ApN. Par ailleurs, chez des souris 
ob/ob, déficientes en leptine et surexprimant la partie globulaire de l'ApN sous contrôle du 
promoteur SAP (serum amyloid P, promoteur hépatique) aucune variation du poids corporel n’a 
été observée malgré une augmentation importante de la prise alimentaire (Yamauchi et al., 
2003b). L’ApN, dans la régulation du poids corporel, semble donc plus active sur la dépense 
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énergétique que sur la prise alimentaire. Plusieurs études suggérant un effet anti-obésité de 
l’ApN à court et moyen terme soutiennent également cette hypothèse. Ainsi il a été montré 
qu’une administration périphérique ou intracérébroventriculaire (ICV) en aigu d’ApN entraine 
une perte de poids corporel de manière dose-dépendante et ce, aux dépens de la masse grasse (Qi 
et al., 2004). Cette perte semble s’expliquer soit par une hausse des dépenses énergétiques (Qi et 
al., 2004) via l’augmentation de la température corporelle, par l’expression des ARNm UCP1 et 
2 dans les tissus adipeux brun et blanc et de UCP3 dans le muscle squelettique, ainsi que par une 
consommation accrue d’O2 (Masaki et al., 2003; Qi et al., 2004; Yamauchi et al., 2001) 
consécutive à une augmentation de l’oxydation des lipides induite (Fruebis et al., 2001). Il 
semblerait que l’augmentation des dépenses énergétiques induite par l’ApN soit en partie 
d’origine centrale. En effet, juste après l’administration intra-péritonéale d’ApN, une 
augmentation de l’activité du système nerveux sympathique autonome innervant le TA brun a été 
observée (Masaki et al., 2003). De plus, l’administration ICV d’ApN provoque une élévation de 
l’expression hypothalamique des ARNm CRH (corticotropin-releasing hormone), qui est, entre 
autres, capable de relayer une activation du système nerveux sympathique (Qi et al., 2004) en 
augmentant le métabolisme cellulaire et la production de chaleur via la production de 
glucocorticoïdes. L’effet central de l’ApN semble être provoqué principalement par les formes 
hexamèriques et trimériques. En effet, que ce soit chez l’Homme ou le rongeur, seuls les 
complexes hexamèriques et trimériques d'ApN sont présents dans le liquide céphalo-rachidien 
(Ebinuma et al., 2007; Kubota et al., 2007; Kusminski et al., 2007).  L’HMW-ApN étant de 
largement plus grande taille (> 500 KDa), elle ne passe pas la barrière hémato-encéphalique. 
 
2. Effets sur le métabolisme glucidique  
Des études suggèrent que les effets insulino-sensibilisateurs de l’ApN passent principalement par 
une augmentation de la capture de glucose par les tissus périphériques et par une diminution de 
la gluconéogenèse via l’activation de l’AMPK. Ainsi dans le foie, l’ApN potentialise l’effet 
inhibiteur de l’insuline sur la production de glucose par une diminution de l’expression 
d’enzymes clés de la gluconéogenèse (phosphoénolpyruvate  carboxykinase,  PEPCK,  et  
glucose-6- phosphatase, G6Pase) (Berg et al., 2001; Combs et al., 2001), ce qui entraîne une 
réduction de la glycémie (figure 11). L’ApN modifie  aussi la  cascade  de  signalisation  de  
l’insuline  in  vivo (en  potentialisant  la phosphorylation, sur des résidus tyrosines, du récepteur 
à l’insuline, de IRS-1 et de la PKB (Maeda et al., 2002)). En revanche, elle ne semble avoir 
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aucun effet sur la teneur et la synthèse du glycogène, sur la captation du glucose ou sur la 
glycolyse dans le foie (Berg et al., 2001). Dans le muscle squelettique, l’ApN exercerait ses 
effets antidiabétiques en modulant les voies du métabolisme glucidique, plus particulièrement 
l’oxydation du glucose, la synthèse du glycogène et la production du lactate (figure 10). 
Plusieurs études montrent un effet stimulateur de l’ApN globulaire sur le transport du glucose 
aussi bien dans le muscle squelettique isolé que dans les myocytes en culture (Maeda et al., 
2002; Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 2002) en favorisant la translocation du transporteur de 
glucose Glut4 vers la membrane cellulaire (Ceddia et al., 2005). L’ApN réduit également la 
production du glycogène (Ceddia et al., 2005). Cette réduction pourrait être induite par 
l’activation de l’AMPK par l’ApN, qui à son tour phosphoryle directement et inactive la 
glycogène synthase (Kahn et al., 2005). De plus, il a été démontré que les myocytes traitées à 
l’ApN orientent le métabolisme du glucose vers la production de lactate (Ceddia et al., 2005).  
Dans le TA, l’ApN exercerait des effets autocrine sur les adipocytes. Un traitement des 
adipocytes de rat avec l’ApN globulaire augmente l’absorption du glucose via l’activation de 
l’AMPK (Wu et al., 2003). Dans les adipocytes 3T3-L1, la surexpression de l’ApN favorise la 
différenciation adipocytaire, accroît la teneur en lipides et améliore la sensibilité à l’insuline (Fu 
et al., 2005). L'ApN favorise le stockage des graisses préférentiellement dans le TA et augmente 
ainsi la sensibilité à l'insuline (Kim et al., 2007a).  
  
 3. Effets sur le métabolisme lipidique 
  3.1. Muscle 
Plusieurs études suggèrent que les effets insulino-sensibilisateurs de l’ApN peuvent également 
être consécutifs à une augmentation de la β-oxydation des acides gras dans le muscle (Bruce et 
al., 2005; Fruebis et al., 2001; Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 2002) (figure 10). La 
stimulation de l’oxydation des acides gras entraîne une réduction du contenu en TG des tissus 
avec pour conséquence, une amélioration de la voie de signalisation de l’insuline. Les effets 
de l’ApN sont associés à la phosphorylation de  PPARα et de l’AMPK (Yamauchi et al., 2003a). 
Les récepteurs nucléaires PPARα sont nécessaires pour la transcription de nombreux gènes 
impliqués dans l'oxydation des acides gras (Schoonjans et al., 1996), ceci suggère que 
l’activation de PPARα par l'ApN peut améliorer l'utilisation des acides gras dans le muscle. Cette 
stimulation de la β-oxydation musculaire serait également la conséquence du changement 
d’expression de gènes cibles du PPARα, comme CD36 et FATP-1 (fatty acid transporter-1), 
transporteur d’acides gras, et l’acyl CoA oxydase ACO), enzyme clé de la β-oxydation 
(Tugwood et al., 1992). D’autre part, l’ApN stimule la phosphorylation de l’AMPK dans 
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plusieurs de ses tissus cibles (muscle squelettique, foie, cœur, endothélium, adipocytes et 
cerveau (Cheng et al., 2007; Kubota et al., 2007; Shibata et al., 2004; Tsao et al., 2003; 
Yamauchi et al., 2002)). Cette stimulation par l’ApN est abolie par l’expression dominante de la 
forme non active de l’AMPK, ce qui conforte son rôle obligatoire dans la médiation des 
multiples actions de l’ApN. L’AMPK, une fois activée, phosphoryle l’acétyl CoA carboxylase 
(ACC) entraînant son inactivation avec, pour conséquence, une réduction des  concentrations  
intracellulaires  en  malonyl-CoA. La répression allostérique du malonyl-CoA sur la carnitine 
palmitoyltransférase (CPT-1) est ainsi levée, favorisant le transfert des acides gras à longues 
chaînes dans les mitochondries, siège de leur oxydation (Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 
2002). De plus, l’activation de l’AMPK régule négativement le facteur de transcription 
SREBP1c impliqué dans la régulation de la biosynthèse des lipides et du cholestérol. Une baisse 
de SREBP1c s’accompagne d’une régulation négative des gènes impliqués dans la lipogenèse 
tels que l’ACC, la FAS (fatty acid Synthase) et la GPAT (glycérol-3 phosphate acyltransférase) 
(Tomita et al., 2005; Woods et al., 2000; Yamauchi et al., 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 10 : Les effets de l’ApN sur le métabolisme glucidique et lipidique dan le muscle. L’ApN 
diminue l’expression d’enzymes clés de la gluconéogenèse ( PEPCK et G6Pase) ce qui entraîne une 
augmentation de la captation du glucose via l’augmentation de la translocation de Glut4. Par 
phosphorylation, l’AMPK inhibe également l ’ ACC, réduisant ainsi les concentrations 
intracellulaires en malonyl-CoA. Ce dernier, lève l’inhibition sur CPT-1 de maminère allostérique ce 
qui favorise l’oxydation des AG.  
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  3.2. Foie 
Les effets insulino-sensibilisateurs de l’ApN s’exerceraient également sur le foie et plusieurs 
études mettent en évidence l’activation de voies semblables à celles décrites dans le muscle qui 
pourraient conduire à une stimulation de la β-oxydation. Ainsi, il a été montré que, outre son 
action sur la néoglucogenèse via l’activation de l’AMPK, l’administration d’ApN, in vivo, 
atténue l’activité de deux enzymes limitantes impliquées dans la synthèse des acides gras : la 
FAS et L’ACC (Xu et al., 2003a). L’ApN atténue l’activité de la FAS en régulant négativement 
l’expression de son gène, alors que celle de l’ACC est atténué par via l’activation d’AMPK 
(Yamauchi et al., 2002). Il est donc suggéré que l’inhibition de la voie de synthèse des acides 
gras s’accompagne d’une augmentation de la β-oxydation par l’activation de l’activité CPT-
1(Winder and Hardie, 1999). D’autre part, l’ApN pourrait également stimuler l’oxydation des 
acides gras via l’activation de PPARα en régulant positivement plusieurs gènes impliqués dans le 
métabolisme lipidique. Le rôle des récepteurs de l’ApN dans l’activation des différentes voies 
susceptibles de conduire à une activation de la ß-oxydation a été défini dans une étude utilisant 
des souris obèses chez qui AdipoR1 ou AdipoR2 a été surexprimé dans le foie (Yamauchi et al., 
2007). Ainsi, il apparaît que AdipoR1, en activant la voie de l’AMPK, réduit la néoglucogenèse 
et augmente l'oxydation des AG via l’inhibition de l’ACC tandis qu’AdipoR2 active la voie de 
PPARα qui peut également conduire à une stimulation de l'oxydation (figure 11). Même si cette 
étude renseigne précisément sur les voies de signalisation et les voies métaboliques activées par 
chacun des récepteurs, elle ne correspond pas exactement à des conditions physiologiques et la 
question concernant les effets de l’ApN sur la ß-oxydation hépatique reste à préciser. Une étude 
fait d’ailleurs état de résultats contradictoires en montrant une augmentation de la β-oxydation 
dans le muscle soléaire et le foie chez des souris déficientes en ApN (-/-) (Ma et al., 2002). La 
plupart des travaux suggérant une stimulation de la β-oxydation par l’ApN dans le foie ont 
consisté à mesurer l’activité d’enzymes limitantes impliquées dans le métabolisme lipidique (Xu 
et al., 2003; Yamauchi et al., 2002) et ont été réalisés in vivo ce qui peut, par conséquent, 
impliquer l’action de facteurs indépendants. Ainsi, l’action propre de l’ApN sur le métabolisme 
lipidique reste encore mal connue et nécessite plus d’investigations afin de préciser si cette 
dernière agit de manière directe ou indirecte sur le catabolisme des graisses hépatiques. 
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En conclusion, les effets insulino-sensibilisateurs de l’ApN, semblent principalement s’exercer 
via des voies de signalisation impliquant l’AMPK et être le résultat d’une régulation fine et 
conjointe des métabolismes glucidiques et lipidiques dans le muscle, le foie et le TA. Le rôle 
respectif du foie et du muscle dont les mécanismes, qui conduisent à l’amélioration de l’IR 
associée à l’augmentation des taux d’ApN, ne sont pas clairement définis. Mais il semble falloir  
dissocier le rôle des AdipoRs du foie et celui du facteur concentration en ApN qui semblerait 
avoir un effet puissant sur le muscle. Au final, les conditions qui mènent à une expression élevée 
de récepteurs dans le foie, associées à une concentration élevée en ApN, semblent les plus 
favorables à une amélioration de l’IR. 
Figure 11 : Les effets de l’ApN sur le métabolisme glucidique et lipidique dans le foie. L'ApN active 
deux voies de signalisations distinctes selon le type de récepteur lié. AdipoR1 active la voie de 
l’AMPK, réduit la néoglucogenèse et augmente l'oxydation des AG (via l’inhibition de l’ACC et 
activation de la CPT-I). Tandis qu’AdipoR2 active la voie de PPARα, stimulant ainsi l'oxydation des 
AG et inhibe l'inflammation et le stress oxydatif. Les deux voies de signalisation aboutissent à une  
diminution de la stéatose hépatique et à une augmentation de la sensibilité à l'insuline in vivo (d’après 
Yamauchi et al. 2007). 
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Il ressort de cette analyse bibliographique que l’ApN, qui est produite spécifiquement et 
abondamment par le tissu adipeux (Kadowaki et al., 2006), joue un rôle primordial dans 
l’étiologie de l’obésité, du diabète de type 2 et des maladies coronariennes. En effet, chez les 
patients obèses et diabétiques, une perte de poids s’accompagne d’une augmentation des taux 
circulants d’ApN et d’une amélioration des paramètres biochimiques (Arita et al., 1999; Hotta 
et al., 2000). Ainsi, l’adiponectinémie est corrélée à une augmentation des HDL (Verges et 
al., 2006) et une diminution des VLDL chez l’Homme (Lara-Castro et al., 2006) et à une 
diminution de l'insulino-résistance (Yamauchi et al., 2001).  De ce fait, l’ApN et ses 
récepteurs constituent de nouvelles cibles thérapeutiques pour les traitements du syndrome 
métabolique et du diabète. Pourtant les mécanismes d’action conduisant à l’amélioration du 
métabolisme lipidique et glucidique restent encore mal connus.  
 
C’est pourquoi, au cours de cette étude, nous utiliserons différentes stratégies nutritionnelles 
et pharmacologiques permettant de modifier le métabolisme adipocytaire et la masse adipeuse 
afin d’en établir les conséquences sur la production d’ApN et ses effets sur le métabolisme 
des lipides du foie.  
 
Dans une première approche in vivo, des souris sont soumises à différents traitements afin de 
diminuer (acide linoléique conjugué (CLA), streptozotocine (STZ)) ou augmenter (régime 
enrichi en sucres et en graisses, glitazones (GTZ)) la masse adipeuse. Après avoir déterminé 
les conséquences de ces traitements sur l’adiponectinémie, nous nous intéresserons aux 
relations existantes entre les taux d’ApN et le métabolisme hépatique des lipides. Les analyses 
concernent les paramètres morphologiques, biochimiques et moléculaires en relation avec le 
métabolisme des lipides et de l’ApN : détermination des paramètres biochimiques sanguins et 
hépatiques, mesure d’activité et d’expression de protéines relatives à l’hydrolyse et à 
l’incorporation des lipides plasmatiques, à l’oxydation des acides gras, à la lipogenèse, à 
l’estérification des acides gras. La compréhension des mécanismes de régulation impliqués 
passe également par la mesure de l’expression du gène de l’ApN et de ses récepteurs. Ces 
différents modèles apportent également des informations quant à la relation existantes entre la 
variation de la masse grasse viscérale et la production d’ApN.  
 
La seconde partie du travail,  in vitro, a consisté à développer un modèle d’explants de foie en 
culture adapté à l’étude des effets directs de différents composés sur les voies du métabolisme 
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des lipides. Cette approche est ensuite utilisée pour étudier l’impact et les mécanismes 
d’action de l’ApN sur le foie isolé du reste de l’organisme. Nous cherchons tout 
particulièrement à déterminer les effets exercés par l’ApN sur l’oxydation des acides gras. 
L’objectif étant de déterminer si l’amélioration des paramètres lipidiques plasmatiques 
associés à l’augmentation de l’adiponectinémie peut être la conséquence d’une activation du 
catabolisme des AG dans le foie. En effet, l’accumulation de lipides dans les cellules 
musculaires et hépatiques semble être un facteur déterminant dans l’établissement de la 
résistance à l’insuline associée à l’obésité et au diabète (Zhang et al. 2009). Par conséquent, 
les facteurs stimulant l’activité β-oxydative pourraient s’avérer bénéfiques en réduisant les 
lipides et leurs métabolites cytoplasmiques. Cette question est particulièrement pertinente 
puisque la voie de dégradation des AG est directement liée à celle de la lipogenèse conduisant 
à la formation de TG puis à la sécrétion de lipoprotéines ; ce qui peut, à terme, modifier 
l’homéostasie lipidique de l’organisme entier.   
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EVALUATION DES EFFETS DE LA MODULATION DE LA MASSE GRASSE SUR 
LES CONCENTRATIONS CIRCULANTES DE L’APN ET SES EFFETS SUR LE 
METABOLISME LIPIDIQUE DU FOIE 
 
La découverte d’une corrélation négative entre les taux plasmatiques de l’ApN et l’obésité, le 
diabète de type 2 et les maladies coronariennes (Arita et al., 1999; Hotta et al., 2000) a suscité 
un intérêt particulier pour l’ApN. Le point commun entre ces trois pathologies est 
l’inflammation du tissu adipeux. Ce phénomène inflammatoire est lié de façon causale à 
l’obésité et à ses pathologies associées, telles que l’IR, le diabète de type 2 et certaines 
pathologies cardio-vasculaires. En effet, l’obésité est associée à une réponse inflammatoire 
chronique, caractérisée par une production anormale de marqueurs plasmatiques de 
l’inflammation tels que le TNFα et l’IL6 (Bastard et al., 2002; Hotamisligil et al., 1993) qui 
sont à l’origine de l’inhibition de la production d’ApN (Bruun et al., 2003; Maeda et al., 
2002). A l’inverse, une simple réduction pondérale est associée à une normalisation de ces 
marqueurs inflammatoires (Cottam et al., 2004; Ryan and Nicklas, 2004; van Dielen et al., 
2004) ainsi qu’à une augmentation des taux d’ApN (Yang et al., 2001). Ceci suggère que la 
variation de la masse grasse joue un rôle important dans la production des différents types 
d’adipokines : Pro ou anti-inflammatoire. C’est pourquoi, dans le cadre de ce travail, nous 
nous sommes particulièrement intéressés à la relation entre la variation de la masse grasse et 
les taux plasmatiques d’ApN. Pour cela, nous avons choisi une approche in vivo qui consiste à 
traiter des souris C57BL/6 par des agents ou régime capables de moduler la masse adipeuse, 
connus pour provoquer soit une diminution de la masse adipeuse (CLA, STZ) soit une 
prolifération adipocytaire (GTZ,  régime hyperglucidique et hyperlipidique (HSHF)) (tableau 
1). Nous avons déterminé l’impact des ces différents traitements sur les paramètres 
plasmatiques et en particulier les taux d’ApN et ses conséquences sur le métabolisme des 
lipides dans le foie. 
 
 
 
 
 
 Traitement 12 jours  Régime 25 semaines 
Lot             
souris C57 BL/6 Témoin CLA STZ                  GTZ                    Témoin HSHF 
Modalités / CLA 1% STZ             45 mg/kg/5j PioGTZ 10 mg/kg 
Régime 
standard 
Régimes hyperglucidique et 
hyperlipidique 
Effet / fonte du TA 
 Suppression 
insuline et 
fonte du TA 
Stimulation de la 
prolifération 
adipocytaire 
/ Augmentation masse grasse 
 
Tableau 1 : Tableau récapitulatif des traitements et régime utilisés et de leurs effets sur la masse grasse  
Approche in vivo : HSHF 
 
38 
1. Régime hyperglucidique et hyperlipidique (HSHF) 
Le traitement HSHF a été choisi dans le but d’induire une obésité dans des conditions proches  
de celles observées chez l’Homme. Pour cela, un lot de 20 souris C57BL/6 âgées de 11 
semaines a été soumis à un régime de type « cafétéria » (42 g/Kg de sucres et 22.5 g/Kg en 
lipides) pendant 25 semaines (figure 12).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  1.1. Caractérisation du modèle 
L’analyse des paramètres morphologiques et plasmatiques (tableau 2) confirme le caractère 
obèse des souris HSHF. En effet, les masses des deux tissus adipeux (TA) épididymaire et 
inguinal sont significativement différentes par rapport au TA du lot témoin. La glycémie des 
souris HSHF n’est pas différente de celle mesurée chez les témoins malgré une augmentation 
du taux d’insuline ce qui suggère que les souris HSHF présentent une insulino-résistance. Les 
taux sériques d’AGL et de cholestérol total sont augmentés par le régime HSHF par rapport au 
régime témoin ; tandis que la concentration en TG est 50% plus basse. Dans le foie, le régime 
HSHF induit une stéatose hépatique avec une augmentation de 5 fois la teneur en TG tandis 
que celle du cholestérol reste inchangée. Enfin, Les réserves de glycogène sont moindres chez 
les souris HSHF comparées aux témoins suggérant une stimulation de la glycogénolyse.  
 
Figure 12 : Evolution du poids corporel au cours de la période d'induction de l'obésité avec le régime HSHF  
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L’analyse de l’expression des gènes impliqués dans le métabolisme lipidique (figure 13) 
indique de manière surprenante que les niveaux d’ARNm des enzymes de la lipogénèse 
acétyl-CoA carboxylase (ACC) 1et 2, et fatty acid synthase (FAS) ont été inhibés chez les 
souris HSHF par rapport aux souris témoins et ceci malgré le développement d’une stéatose. 
Au contraire, L’expression de la stéaroyl-CoA désaturase-1 (SCD-1) qui convertit les AG 
saturés en monoinsaturés est stimulée chez les souris HSHF. Ces données suggèrent que dans 
nos conditions expérimentales, la stéatose hépatique soit principalement due à l’apparition 
d’une IR au niveau du TA c'est-à-dire à une diminution de l’effet de l’insuline sur la lipolyse 
adipocytaire plutôt qu’à une stimulation de la lipogénese. Ainsi, le flux d’AGL vers le foie 
étant augmenté les hépatocytes limitent la synthèse de novo d’AG mais par contre activent les 
voies conduisant à leur désaturation et incorporation dans les TG.  
 
 
Témoin       HSFH          
Poids des souris 26,02 ± 1,73 35,94 ± 1,09 
   
Masse des organes   
Foie (g) 1,38 ± 0,03 1,49 ± 0,06* 
TAViscéral (g/100g mc) 2,25 ± 0,36 5,60 ± 0,34* 
TA ss-cutané (g/100g mc) 1,04 ± 0,13 2,86 ± 0,21* 
   
Paramètres  plasmatiques   
Glucose  (mg/mL) 2,79 ± 0,16 2,72 ± 0,21  
insuline (ng/mL) 0,4 ± 0,03 0,59 ± 0,07* 
Adiponectine (µg/mL) 63,05 ± 3,24 42,31 ± 7,21* 
Acides gras libres  (mmol/L) 0,30 ± 0,04 0,54 ± 0,06* 
Triglycérides  (mg/mL) 0,74 ± 0,06 0,36 ± 0,03* 
Cholestérol total  (mg/mL) 1,09 ± 0,04 2,05 ± 0,07* 
 
  
Paramètres hépatiques   
Glycogène (mg/g) 66,7 ± 8,1 49,2 ± 4,2* 
Triglycérides  (mg/g) 24,4 ± 4,5 118,7 ± 17,6*  
Cholestérol  (mg/g) 16,07 ± 0,94 17,98 ± 1,63 
 
Tableau 2 : Effets du régime HSHF sur la composition corporelle, les paramètres 
plasmatiques et hépatiques sur des souris C57BL/6 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (témoin n=5, HSHF n=10). Les animaux 
sont utilisés à après un jeûne de 4 h. *différence significative à p<0,05.  
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D’autre part, les résultats ne relèvent aucune modification des taux de transcrit de la carnitine 
palmitoyltransferase I (CPT-I), enzyme limitante de la β-oxydation mitochondriale. Par contre 
l’expression de la lipase hépatique (HL) et de SR-B1 (scavenger receptor de classe B de type 
1) est réduite par le régime suggèrant un rôle pour ces protéines dans l’altération des profils 
lipoprotéiques observée au cours de l’obésité. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  1.2. Paramètres relatifs à l’ApN  
Dans la littérature, de nombreux rapports font état d’une corrélation négative entre les 
concentrations sériques d‘ApN, la masse du TA et d’une variation de la production d’ApN en 
fonction de la distribution du TA (Cnop et al., 2003; Fisher et al., 2002). Dans notre étude, 
l’élévation de la masse des dépôts graisseux est également associée à des taux sériques d’ApN 
réduits (figure 14). Afin d’essayer de déterminer l’implication respective du TAV et du 
TASC, nous avons étudié ces deux tissus séparément. En premier lieu, on constate que les 
souris témoins présentent des concentrations en ApN comparables dans le TASC et le TAV 
lorsque les valeurs sont exprimées en µg/mg de protéines. Toutefois, le tissu adipeux sous-
Figure 13 : Effets du régime HSHF sur l’expression des ARNm des gènes HL , SR-B1, ACC1, 
ACC2, FAS et CPT-1 impliqués dans le métabolisme lipidique du foie chez des souris C57BL/6.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
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cutané est constitué d’adipocytes de plus petite taille et par conséquent plus riches en protéine 
que le TAV (9,24 ± 1,93 vs 5,29 ± 0.93). De ce fait, lorsque les valeurs sont rapportées au g de 
tissu, on obtient une concentration en ApN plus élevée pour le TASC que pour le TAV (3,48 ± 
0,03 vs 2.09 ± 0,06) ce qui est en accord avec les données de la littérature montrant que le 
TASC à une capacité sécrétoire 30% supérieure que celle du TAV (Lihn et al., 2004). 
Curieusement, l’induction de l’obésité chez les souris HSHF, ne semblent pas réduire les 
contenus intracellulaires en ApN  qui sont même augmentés dans le TASC. Ce dernier résultat 
nous a amené à nous poser des questions quant à la pertinence des données concernant les 
concentrations intracellulaires et à orienter nos hypothèses vers d’autres facteurs tels que la 
synthèse et la sécrétion de l’ApN.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
A 
B 
Figure 14 : Effets du régime HSHF sur la masse grasse dans le TAV et TASC (A), et sur la 
concentration de l’ApN dans le plasma et dans les adipocytes du TA viscéral et sous-cutané (B).  
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
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 1.3. Régulation génique dans les tissus adipeux   
 
Il est rapporté dans la littérature que le TNFα exerce un effet inhibiteur sur l’expression de 
l’ApN dans le TA (Barth et al., 2002). De plus, l’état inflammatoire semble également 
s’accompagner d’une diminution des capacités de sécrétion de l’ApN (Bruun et al., 2005). 
Ainsi, les différences entre les dépôts graisseux en terme de production d’ApN pourraient être 
directement liées au degré d’inflammation du tissu comme proposé par certains auteurs 
(Phillips et al., 2008). Dans notre étude, la surexpression du gène de TNFα dans les deux types 
de TA des souris HSHF, reflète bien un état inflammatoire chronique  ce qui est 
caractéristique de l’obésité. Il est intéressant de noter que l’induction de TNF-α est beaucoup 
plus importante dans le TAV que dans les graisses sous cutanées (respectivement x24 et x 
4.8). Parallèlement on observe que l’expression du gène de l’ApN est fortement réprimée dans 
le TAV qui présente la plus forte induction de TNFα alors qu’elle ne l’est pas 
significativement dans le TASC (figure 15) ce qui suggère que la synthèse et la sécrétion de 
l’ApN doivent être fortement réduites dans le TAV.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A partir de ces données et celles de la littérature, nous pouvons émettre l’hypothèse selon 
laquelle l’état inflammatoire induit par l’obésité conduit à une diminution de la production 
d’ApN par le TAV largement responsable de la réduction de l’ApN circulante. Il est 
vraisemblable que les capacités sécrétoires du TASC, qui présente un degré d’inflammation 
Figure 15 : Effets du régime HSHF sur l’expression des ARNm des gènes de l’ApN et du TNFα 
mesurées dans le TA viscéral et sous-cutané des souris C57BL/6.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
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moindre, soient moins altérées. D’ailleurs, les personnes présentant un développement 
important du TAV sont plus susceptibles de développer un syndrome métabolique et un 
diabète de type II que celles présentant une proportion élevée de TASC (Krotkiewski et al., 
1983). 
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 2. Traitement à l’acide linoléique conjugué (CLA) 
Le terme CLA (conjugated linoleic acid) désigne un groupe d’isomères positionnels et 
géométriques de l’acide linoléique produits naturellement par isomérisation bactérienne dans 
le rumen des ruminants  (cis 9, trans 11 C18 : 2)  ou encore par hydrogénation catalytique au 
cours de traitements technologiques ou culinaires (trans-10, cis-12 C18 :2). Les effets 
biologiques attribués aux CLA sont nombreux, souvent mal compris, voire contradictoires. 
Les CLA sont décrits comme des modulateurs de la réponse immunitaire, comme possédant 
des propriétés anticancéreuses, anti-athérogènes antidiabétiques, ou encore comme étant à 
l’origine d’une résistance à l’insuline (Wahle et al., 2004). L’effet réducteur de la masse 
grasse par le trans-10, cis-12 C18 :2 décrit dans plusieurs modèles animaux reste toutefois 
l’effet biologique le plus spectaculaire même si les études menées chez l’Homme sont peu 
démonstratrices (Wang and Jones, 2004). La souris est particulièrement sensible aux effets du 
t10c12CLA puisque cet isomère induit une fonte massive du tissu adipeux et une stéatose 
hépatique (Degrace et al., 2003). Dans ces conditions de lipoatrophie, les fonctions sécrétrices 
du tissu adipeux sont perturbées et les taux d’adipokines circulants telles que l’adiponectine 
sont fortement diminués (Poirier et al., 2006). 
  2.1. Caractérisation du modèle 
Dans cette étude, en ajoutant 1% de t10c12CLA au régime standard après 12 jours, nous 
avons bien provoqué une fonte de la masse grasse qui s’est accompagnée de modifications 
métaboliques. Le fait que le stockage des acides gras dans le tissu adipeux soit perturbé 
contribue à augmenter le dépôt ectopique de lipides dans le foie. Ainsi, on observe une 
quantité de TG 2,5 fois plus élevée dans le foie des souris t10c12CLA par rapport aux témoins 
(tableau 3). Des études précédemment menées au laboratoire (Degrace et al., 2006) ont mis 
en évidence une  stimulation de l’expression de gènes comme celui de FAT/CD36 et du 
VLDLR par le t10c12CLA suggérant une augmentation des capacités de captage des lipides 
par le foie. Ainsi la faible triglycéridémie relevée chez les souris t10c12CLA pourrait 
s’expliquer par une activation de la clairance des lipides plasmatiques par le foie. Le régime a 
également tendance à diminuer les capacités ß-oxydatives (tableau 3). Par conséquent, il 
semble que dans ces conditions, une arrivée massive de lipides vers le foie couplée à un 
catabolisme réduit des acides gras soit responsable de l’installation d’une stéatose. 
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Les paramètres glucidiques semblent être quant à eux peu modifiés par le traitement. En effet, 
les souris t10c12CLA présentent une glycémie et des réserves de glycogène hépatique 
normales avec des taux d’insuline légèrement diminués. 
Dans ce modèle, la réduction de la masse grasse s’accompagne d’une forte diminution de la 
concentration plasmatique en ApN (tableau 3), il est donc envisageable qu’une telle 
diminution ait des conséquences directes sur le métabolisme hépatique. Ainsi, compte tenu 
des effets activateurs démontrés de l’adiponectine sur l’oxydation des acides gras dans le 
muscle, il n’est pas exclu que des taux réduits d’adiponectine soient, à l’inverse, associés à la 
faible activité ß-oxydative observée dans le foie.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Témoin        t10c12CLA      
Poids des souris 29,4 ± 0,6 26,6 ± 0,6* 
   
Masse des organes   
Foie (g/100g mc) 5,35 ± 0,04 6,55 ± 0,24  
TA viscéral  (g/100g mc) 1,43 ± 0,13 0,42 ± 0,08* 
   
Paramètres  plasmatiques   
Insuline (µg/L)  0,35 ± 0,02 0,25 ± 0,03* 
Glucose (mg/mL) 2,2 ± 0,1 2,6 ± 0,4 
Adiponectine (µg/mL)   51 ± 10,9 6,18 ± 2,18* 
Triglycérides (mg/mL) 0,96 ± 0,05 0,53 ± 0,06* 
Cholestérol total (mg/mL) 1,5 ± 0,2 2,6 ± 0,4* 
   
Paramètres hépatiques   
Glycogène (mg/g)  43,4 ± 4,2 42,9 ± 6,8 
Triglycérides (mg/g)  16,9 ± 1,5 44,84 ± 6,0* 
Cholestérol total (mg/g)  4,0 ± 0,7 3,84 ± 0,7 
β-oxidation de l'acide palmitique (nmol/g foie.h)  7,23 ± 1,90 6.26 ± 0,40 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=4). Les animaux sont utilisés à après un 
jeûne de 4 h. *différence significative à p<0,05.  
Tableau3 : Effets du traitement t10c12CLA sur la composition corporelle, les 
paramètres plasmatiques et hépatiques sur des souris C57BL/6.  
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L’expression de certains gènes est également modifiée par le traitement puisque les deux 
isoformes ACC, la FAS et PPARγ sont induits suggérant une activation de la lipogenèse 
(figure 16). La surexpression de la CPT-I traduit vraisemblablement ici un effet adaptatif 
comme rencontré dans les cas de déficit ß-oxydatif (Degrace et al., 2007). Les effets 
hépatoprotecteurs de l’ApN vis à vis de la stéatose ont été mis en évidence récemment dans 
une étude utilisant des souris KO (Zhou et al., 2008) . Chez ces souris, les effets d’un régime 
hyperlipidique sur le foie sont exacerbés et corrigés par l’ApN. Pour aller plus loin dans notre 
étude et renforcer nos hypothèses, il serait intéressant à ce stade, de tester les effets d’une 
administration d’ApN à des souris t10c12CLA sur les paramètres hépatiques.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  2.2. Paramètres relatifs à l’ApN  
Nous avons vu, en accord avec la littérature, que la fonte du TA périépididymaire observée 
chez les souris t10c12CLA est associée à de faible taux d’ApN circulante (figure 17). La 
lipoatrophie est la conséquence des effets du t10c12CLA qui, d’une part, diminue le captage 
 
Figure 16 : Effets du traitement t10c12CLA sur l’expression des ARNm des gènes AdipoR2, PPARγ2, 
CPT-1, ACC1, ACC2 et FAS impliqués dans le métabolisme lipidique du foie mesurée chez des souris 
C57/Bl6.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
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des TG dans les adipocytes en inhibant l’activité de la LPL (Lin et al., 2001; Xu et al., 2003; 
Zabala et al., 2006; Zhai et al., 2010) et d’autre part régule négativement la prolifération 
adipocytaire en inhibant spécifiquement l’expression du récepteur nucléaire PPARγ2 
(Granlund et al., 2003). Dans notre étude, l’expression de PPARγ2 dans le TA 
périépididymaire des souris t10c12CLA est d’ailleurs fortement réprimée par rapport aux 
souris témoins (figure 18). Quant à la réduction significative de l’ApN circulante, elle semble 
être due à une inhibition de sa production puisque le traitement t10c12CLA réprime 
l’expression adipocytaire du gène de l’ApN et diminue sa concentration intracellulaire. Il est à 
noter que le t10c12CLA favorise l’infiltration de macrophages dans le TA et conduit à une 
induction rapide de l’expression de deux adipocytokines pro-inflammatoires, TNFα et l'IL-6, 
sans affecter leurs taux dans le sérum (Poirier et al., 2006). Ainsi, l’effet inhibiteur du 
t10c12CLA sur la production d’ApN pourrait s’exercer via ces cytokines comme cela a été 
mis en évidence dans plusieurs études (Hernandez-Diaz et al., ; Ohashi et al., 2004; Poirier et 
al., 2006; Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000). Dans les adipocytes 3T3-L1, le t10c12CLA 
induit directement la sécrétion d'IL-6 (Poirier et al., 2006). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17: Effets du traitement t10c12CLA sur la masse du TA viscéral (A), et sur la concentration de l’ApN 
dans le plasma et dans les adipocytes du TA viscéral (B).  
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
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Figure 18: Effets du traitement t10c12CLA sur l’expression des ARNm des gènes de l’ApN et du 
PPARγ2 mesurée dans le TA viscéral des souris C57BL/6.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
 
ApN  PPARγ2 
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 3. Traitement à la streptozotocine (STZ) 
La streptozotocine (STZ) est un antibiotique anti-tumoral de synthèse utilisé en 
chimiothérapie anti-cancéreuse. Ce médicament, toxique pour le pancréas est indiqué pour le 
traitement des adénocarcinomes métastasiques des ilôts de Langerhans. Le traitement STZ est 
également largement utilisé pour induire un diabète de type 1 dans les modèles animaux 
(Nesovic et al., 1992; Schulz et al., 1990). En effet, du fait de son action cytotoxique sur les 
cellules β du pancréas (Delaney et al., 1995; Heller et al., 1994; Nukatsuka et al., 1990; 
Szkudelski, 2001), l’injection de STZ conduit à la suppression de la production de l’insuline. 
L’insuline étant un puissant inhibiteur de la lipolyse, en cas de déficience on assiste à une 
levée d’inhibition aboutissant à une réduction drastique du TA blanc. Le mécanisme 
d’activation est dépendant des teneurs en AMPc dans les adipocytes (Chiappe de Cingolani, 
1986) qui augmente l’activité de la lipase hormono-sensible (LHS) (Sztalryd and Kraemer, 
1995). Dans le cadre notre étude, nous avons choisi de traiter des souris à la STZ dans le but 
d’induire une fonte du tissu adipeux dans des conditions d’insulino-déficience. Pour cela des 
souris C57BL/6 mâles âgées de 11 semaines ont reçu 5 injections intrapéritonéales d’une 
solution de STZ préparée dans du citrate de sodium à pH 4,5 (45 mg/kg), à raison d’une 
injection par jour pendant 5 jours. Les souris appartenant au lot témoin ont reçu des injections 
de citrate seul.  Les souris soumises à une alimentation standard ont été sacrifiées 12 jours 
après l’apparition du diabète détecté par un suivi de glycémie.  
 3.1. Caractérisation du modèle 
Nous constatons tout d’abord que les souris STZ présentent des taux d’insuline indétectables 
associés à une hyperglycémie, ce qui atteste de l’efficacité du traitement. L’effet recherché sur 
la masse grasse est bien observé puisque ces souris sont lipoatrophiques. Les injections de 
STZ entraînent également l’altération des paramètres lipidiques. En effet, les animaux 
présentent une hypercholestérolémie et une hypertriglycéridémie (tableau 4) et l’analyse des 
profils lipoprotéiques indique que ces variations sont principalement la conséquence d’une 
augmentation de la fraction VLDL-Cholestérol (tableau 5).  
Dans ce modèle de diabète de type I, l’absence d’insuline force le métabolisme hépatique à 
utiliser les acides gras comme substrats énergétiques et des corps cétoniques sont produits 
pour fournir de l’énergie aux tissus périphériques comme les muscles ou le cerveau. Ce switch 
métabolique est illustré par plusieurs évènements majeurs observés dans le foie. Tout d’abord, 
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on constate que les stocks de glycogène sont épuisés et que les réserves de TG diminuent en 
même temps que l’activité ß-oxydative augmente. Il est raisonnable d’associer ces régulations 
à l’activation de l’AMPK observée dans le foie des souris STZ. En effet, la p-AMPK inhibe la 
synthèse des lipides et active la ß-oxydation (Saggerson, 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
  Témoin        STZ         
Poids des souris 29,4 ± 0,6 18,86 ± 0,48* 
   
Masse des organes   
Foie (g/100g mc) 5,35 ± 0,04 6,29 ± 0,52  
TA viscéral  (g/100g mc) 1,43 ± 0,13 0,14 ± 0,02* 
   
Paramètres  plasmatiques   
Insuline (µg/L)  0,35 ± 0,02 ND 
Glucose (mg/mL) 2,2 ± 0,1 4,84 ± 0,12* 
Adiponectine (µg/mL)   51 ± 10,9 71,07 ± 5,08 
Triglycérides (mg/mL) 0,96 ± 0,05 4,4 ± 1,5* 
Cholestérol total (mg/mL) 1,5 ± 0,2 4,01 ± 0,44* 
   
Paramètres hépatiques   
Glycogène (mg/g)  43,4 ± 4,2 15,5 ± 4,9* 
Triglycérides (mg/g)  16,9 ± 1,5 5,81 ± 1,99* 
Cholestérol total (mg/g)  4,0 ± 0,7 4,35 ± 0,43 
β-oxidation de l'acide palmitique (nmol/g foie.h)  7,23 ± 1,90 14,18 ± 5,45 
Tableau 4: Effets du traitement STZ sur la composition corporelle, les paramètres 
plasmatiques et hépatiques sur des souris C57BL/6.  
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=4). Les animaux sont utilisés à après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05. N.D. : Non détecté. 
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L’absence d’insuline s’accompagne également d’effets sur l’expression de certains gènes tout 
aussi démonstratifs (figure 19). Ainsi les ARNm de la CPT-I sont fortement augmentés en 
accord avec l’activation de la ß-oxydation et les gènes relatifs à la lipogenèse (ACC1, ACC2, 
FAS et SCD-1) sont quant à eux réprimés. En ce qui concerne le métabolisme du glucose, la 
cellule sur-exprime la PEPCK, enzyme clé de la néoglucogenèse pendant que la voie de la 
glycolyse est inhibée comme le suggère la diminution de l’expression de la glucokinase (GK).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Témoin        STZ         
Profil lipoprotéique   
VLDL cholestérol (mmol/L) 0.020 ± 0.001 0.296 ± 0.003* 
LDL cholestérol (mmol/L) 0.36 ± 0.04 2.77 ± 0.22* 
HDL cholestérol  (mmol/L)  3.50 ± 0.37 7.10 ± 0.56* 
 
 
Figure 19: Effets du traitement STZ sur l’expression des ARNm des gènes CPT-I, ACC1, ACC2, FAS 
et SCD-1 impliqué dans le métabolisme lipidique, PEPCK et GK impliqués dans le métabolisme 
glucidique et AdipoR2 mesurée dans le foie des souris C57BL/6.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
 
 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=4). Les animaux sont utilisés à après un jeûne 
de 4 h. *différence significative à p<0,05.  
Tableau 5: Effets du traitement STZ sur le profil lipoprotéique des souris C57BL/6.  
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Dans ce modèle, il apparaît clairement que les effets du traitement STZ sur le foie sont dus 
aux conséquences directes de l’absence d’insuline sur les hépatocytes et ne peuvent en aucun 
cas être associés à l’ApN plasmatique qui ne varie pas significativement. Toutefois, il est 
intéressant de noter que les ARNm d’AdipoR2 sont diminués dans le foie des souris STZ, 
c’est à dire en absence d’insuline. Néanmoins, le résultat le plus remarquable qu’il convient 
de discuter est le fait que le traitement provoque une lipoatrophie sans altérer la concentration 
d’ApN plasmatique. 
  
  3.2. Paramètres relatifs à l’ApN  
Les mécanismes de régulation de la production d’ApN par l’insuline sont encore mal compris. 
Toutefois, l’administration d’insuline chez des sujets diabétiques de type 2 entraînant une 
légère diminution des taux sériques de l’ApN (11-13 %) sans affecter son expression, il est 
suggéré que l’effet de l’insuline sur l’ApN soit lié à une accélération de sa dégradation 
plutôt qu’à un changement de sa production (Lihn et al., 2003). Au contraire, chez des sujets 
extrêmement minces présentant une anorexie mentale (Delporte et al., 2003; Pannacciulli et 
al., 2003) ainsi que chez les patients présentant un diabète de type 1 non traités, la réduction 
de la masse grasse s’accompagne d’une augmentation considérable des taux sériques d’ApN. 
Dès lors que l’insulinémie est normalisée, les taux d’ApN sont régulées (Imagawa et al., 2002; 
Perseghin et al., 2003).  
Dans notre modèle, la fonte du tissu adipeux induite par le traitement STZ provoque 
également une élévation de l’adiponectinémie (p<0,12) (figure 20) qui s’accompagne d’une 
diminution de l’expression du gène de l’ApN et de sa concentration dans le tissu adipeux 
(figure 21). De tels résultats ont été rapportés chez des patients souffrant d’insuffisance 
rénale, pathologie associée à une hyperadiponectinémie où l’expression du gène de l’ApN 
dans le TA est moindre comparativement aux sujets sains (Marchlewska et al., 2004). Une 
répression de l’expression du gène de l’ApN est également observée lorsque l’ApN est 
présente en excès in vivo après modification génétique (Bauche et al., 2006) ou in vitro par 
addition d’ApN recombinante dans les adipocytes 3T3-F442A (Bauche et al., 2006). 
L’ensemble de ces données suggère que l’ApN exerce un rétrocontrôle négatif sur sa propre 
expression et production.  
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Quoi qu’il en soit, nos résultats mettent en évidence que la fonte du tissu adipeux peut être 
associée à une production normale voire même à une surproduction d’adiponectine. Dans 
notre modèle de souris déficiente en insuline, la réduction de la masse grasse peut s’expliquer 
à la fois par l’activation de la lipolyse et par l’inhibition de la prolifération des adipocytes. A 
ce sujet, plusieurs études montrent le rôle déterminant de l’insuline dans le contrôle de la 
prolifération du TA en modifiant le niveau d’expression du récepteur nucléraire PPARγ et 
l’accumulation des lipides dans ces nouvelles cellules (Faust et al., 1978; Shillabeer and Lau, 
1994). (Ailhaud et al., 1992; MacDougald and Lane, 1995). PPARγ, majoritairement exprimé 
dans le TA blanc (Chawla et al., 1994), est exprimé dans les pré-adipocytes en voie de 
différenciation terminale et est responsable de l’induction de gènes impliqués dans le 
métabolisme lipidique (Arner, 2003; Ferre, 2004). Ainsi, l’absence d’insuline provoquée soit 
par un jeûne prolongée soit par un traitement STZ, réprime l’expression de PPARγ2 dans le 
TA périépididymaire (Vidal-Puig et al., 1996). En accord avec ces données, l’expression de 
PPARγ2 est régulée négativement dans le TA périépididymaire chez les souris STZ. 
L’ensemble de ces informations suggère que dans le tissu adipeux des souris STZ, la 
prolifération des adipocytes est réduite et les adipocytes se vident de leur contenu en graisses 
mais restent néanmoins capables de produire de l’ApN. Les mécanismes à l’origine de ces 
évènements restent à élucider mais il est envisageable que les effets provoqués par l’absence 
d’insuline soient à mettre en relation avec une diminution de l’état inflammatoire du tissu 
adipeux. En effet, la production d’ApN est inversement corrélée à l’inflammation et l’insuline 
exerce un effet stimulateur sur l’expression de TNFα et IL6 dans le TA (Krogh-Madsen et al., 
2004). Les résultats suggèrent également que les mécanismes impliqués sont indépendants de 
l’activation de PPARγ. 
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Figure 21: Effets du traitement STZ sur l’expression des ARNm des gènes de l’ApN et de PPARγ2 
mesurée dans le TA viscéral des souris C57BL/6.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
 
Figure 20: Effets du traitement STZ sur la masse du TA viscéral (A), et sur la concentration de l’ApN dans 
le plasma et dans les adipocytes du TAV (B). 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
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 4. Traitement à la pioglitazone (PioGTZ) 
PPARγ2 est fortement exprimé dans les adipocytes (Elbrecht et al., 1996; Mukherjee et al., 
1997), où il est impliqué dans le contrôle du stockage des lipides et joue un rôle déterminant 
dans l’induction de l’adipogenèse (Kersten et al., 2000; Tontonoz et al., 1994). Les composés 
de la famille des thiazolidinediones (troglitazone, la rosiglitazone et PioGTZ) sont des 
agonistes PPARγ (Seimandi et al., 2005) et des agents antidiabétiques reconnus (Kelly and 
Bank, 2007). Ainsi, la PioGTZ est utilisée dans nos expériences comme un agoniste sélectif de 
PPARγ2 capable de stimuler la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures 
(Kletzien et al., 1992). Cette maturation est spécifiquement liée à l’activation des récepteurs 
nucléaires PPARγ2 chez l’Homme comme chez la souris (Leyvraz et al., 2010). 
Habituellement utilisée dans le traitement du diabète de type 2, la PioGTZ provoque une 
augmentation significative de la masse adipeuse sans atteindre un statut d’obésité. 
Paradoxalement à l’effet d’un régime hypercalorique, l’augmentation de la masse grasse 
s’accompagne d’une élévation des taux sériques d’ApN. En effet, plusieurs études menées 
chez l’homme mince, obèse ou diabétique de type 2, ont montré qu’un traitement prolongé (2 
semaines à 6 mois) par des GTZ, augmente les taux plasmatiques d’ApN (Maeda et al., 2001; 
Yang et al., 2002; Yu et al., 2002). Ainsi en traitant des souris à la PioGTZ (10 mg/kg de 
poids corporel), nous avons cherché d’une part à stimuler la production d’ApN par les 
adipocytes et d’autre part à déterminer si l’augmentation de la concentration plasmatique en 
ApN est associée à  des modifications du métabolisme hépatique. 
  4.1. Caractérisation du modèle 
Dans notre expérience, le traitement PioGTZ administré pendant seulement 12 jours à des 
souris normales tend à augmenter la masse relative du tissu adipeux TAV et induit 
significativement la concentration d’ApN circulante (tableau 6). Il conduit également à la 
modification de plusieurs paramètres plasmatiques en relation avec le métabolisme glucidique. 
Ainsi, on observe une insulinémie significativement plus faible chez les souris GTZ par 
rapport aux témoins qui s’accompagne d’une tendance à la baisse de la glycémie, de la 
triglycéridémie et du cholestérol plasmatique. Parallèlement, on assiste à une légère baisse des 
contenus en cholestérol et TG hépatiques alors que le glycogène est significativement 
augmenté par le traitement, ce qui pourrait traduire une amélioration de la sensibilité du foie à 
l’insuline (et éventuellement des autres tissus). En effet, chez les patients atteints d’un diabète 
de type2, la pioglitazone réduit l’hyperglycémie et améliore le profil lipidique en augmentant 
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la sensibilité à l'insuline du foie, du tissu adipeux et du muscle squelettique (Steiner and Lien, 
1987) sans que la sécrétion ne soit stimulée. Compte tenu des données de la littérature, il est 
raisonnable de penser que les améliorations métaboliques induites par le traitement PioGTZ 
sont associées à l’augmentation des taux d’ApN et en particulier à son effet activateur de la ß-
oxydation (Muoio et al., 1999; Winder and Hardie, 1999). Dans notre modèle, bien que nous 
n’ayons pas observé d’induction de l’activité ß-oxydative dans le foie, il ne serait pas exclu 
que le catabolisme des acides gras soit augmenté dans le muscle squelettique.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Témoin        GTZ       
Poids des souris 29,4 ± 0,6 28,6 ± 0,6  
   
Masse des organes   
Foie (g/100g mc) 5,35 ± 0,04 5,45 ± 0,24  
TA viscéral  (g/100g mc) 1,43 ± 0,13 1,68 ± 0,13  
   
Paramètres  plasmatiques   
Insuline (µg/L)  0,35 ± 0,02 0,14 ± 0,02* 
Glucose (mg/mL) 2,2 ± 0,1 1,9 ± 0,2 
Adiponectine (µg/mL)   51 ± 10,9 125 ± 12,15* 
Triglycérides (mg/mL) 0,96 ± 0,05 0,75 ± 0,07 
Total cholestérol (mg/mL) 1,5 ± 0,2 1,2 ± 0,1 
   
Paramètres hépatiques   
Triglycérides (mg/g)  16,9 ± 1,5 12,95 ± 2,44 
Total cholestérol (mg/g)  4,0 ± 0,7 3,25 ± 0,29 
Glycogéne (mg/g)  43,4 ± 4,2 66,11 ± 10,7* 
β-oxidation de l'acide palmitique (nmol/g foie.h)  7,23 ± 1,90 5.88 ± 1,42 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=6). Les animaux sont utilisés à après un jeûne de 4 
h. *différence significative à p<0,05.  
Tableau 6 : Effets du GTZ sur la composition corporelle, les paramètres plasmatiques et 
hépatiques sur des souris C57BL/6.  
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  4.2. Paramètres relatifs à l’ApN  
Il est suggéré dans la littérature que les GTZ n’ont pas d’effet immédiat et un traitement de 
plusieurs semaines semble nécessaire pour observer les effets métaboliques (Suter et al., 
1992). Toutefois, une augmentation des concentrations plasmatiques d’ApN a déjà été 
observée chez l’Homme au bout de seulement 2 semaines de traitement à la PioGTZ (Maeda 
et al., 2001). Dans notre étude menée chez la souris, on observe un doublement des taux 
d’ApN en 12 jours de traitement qui s’accompagne d’une tendance à l’augmentation de la 
masse relative du TAV tandis que son contenu en ApN augmente de manière significative 
comparé aux témoins (figure 22). L’augmentation du contenu en ApN des adipocytes pourrait 
s’expliquer par une stimulation du récepteur nucléaire PPARγ2 par la PioGTZ qui favoriserait 
le processus d'assemblage et de sécrétion de l’ApN, plutôt que celui de sa transcription (figure 
23). Dans ce sens, le traitement PioGTZ, ne semble pas affecter l’expression du gène de 
l’ApN. Ceci est en accord avec la littérature qui montre que la PioGTZ augmente les taux 
plasmatiques d'ApN chez l’Homme, sans aucun effet sur l'expression du gène de l’ApN dans 
le tissu adipeux (Rasouli et al., 2006). Un des mécanismes probables par lequel les 
thiazolidinediones augmenteraient les niveaux d'ApN ainsi que sa sécrétion est de stimuler 
l'expression des protéines impliquées dans l'assemblage et la sécrétion d'ApN telle qu’Ero1-
Lα. En effet, l'activation de PPARγ améliore le niveau d'expression d’Ero1-Lα dans les 
adipocytes matures chez la souris (Cheng et al., 2007; Qiang et al., 2007).  
Le fait que la masse de TAV ne soit pas significativement augmentée par le traitement alors 
que l’adiponectinémie est plus forte suggère que les effets de la PioGTZ sur la prolifération 
adipocytaire aient pu majoritairement concerner le TASC. D’après la littérature, la 
surproduction d’ApN induite par les GTZ serait due à la constitution d’un nouveau pool 
d’adipocytes qui concernerait principalement le TASC (Berger and Wagner, 2002. Ainsi, la 
prolifération dans le TASC de pré-adipocytes en adipocytes de petites tailles soit beaucoup 
plus sensibles à l’insuline {McLaughlin, 2009 #305) permettrait à la fois de corriger les taux 
plasmatiques d’AGL et de modifier la balance entre adipocytokines aux effets métaboliques 
défavorables et adipocytokines aux effets favorables. Dans ce sens, il a été démontré que les 
GTZ diminuent la sécrétion de TNFα par le TA (Reginato and Lazar, 1999) qui est fortement 
liée à l’apparition de l’IR (Hotamisligil et al., 1993).  Ces données suggèrent que le mode 
d’action des GTZ nécessite une modification de la composition corporelle (Bhatia and 
Viswanathan, 2006; Kim et al., 2007b). En effet, il est bien démontré que les GTZ induisent 
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une redistribution des graisses du compartiment viscéral vers le compartiment sous-cutané, ce 
qui est associé à une diminution de la concentration circulante d’AGL (Arner, 2003; Koenen 
et al., 2009).  
Plusieurs études suggèrent plutôt un effet apoptotique des GTZ sur les gros adipocytes 
insulino-résistants du TAV lors d’un diabète de type 2 (Ferre, 2004; Holst and Grimaldi, 2002; 
Larsen et al., 2003; Picard and Auwerx, 2002). Toutefois, dans notre étude, nous avons utilisé 
des souris saines avec un TAV dont les adipocytes constitutifs ne présentent pas les 
caractéristiques d’un TAV de souris obèses. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dans cette approche in vivo basée sur l’utilisation de différents traitements capables de 
modifier le développement du tissu adipeux, nous avons mis en évidence que la relation 
inverse existante entre la masse grasse et l’adiponectinémie bien démontrée dans les études 
Figure 22: Effets du traitement GTZ sur la masse du TA viscéral (A), et sur la concentration de l’ApN 
dans le plasma et dans les adipocytes du TA viscéral (B).  
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
 
A B 
Figure 23: Effets du traitement GTZ sur l’expression des ARNm des gènes de l’ApN et de PPARγ2 
mesurée dans le TA viscéral des souris C57/Bl6.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
 
 
ApN PPARγ2 
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cliniques concernant l’obésité, n’est pas applicable stricto-sensus. Ainsi, le régime HSHF 
induisant l’obésité chez les souris a bien conduit à une baisse de la concentration circulante en 
ApN. Les résultats suggèrent en plus que le TAV est le principal responsable de cette 
variation, ceci étant à mettre en relation avec son état inflammatoire beaucoup plus marqué 
que celui du TASC. Au contraire, le traitement par le CLA réduit à la fois la masse grasse et 
l’adiponectinémie. Dans ce cas, la fonte du tissu adipeux ne correspond pas à une 
amélioration du métabolisme adipocytaire, comme on peut le constater à la suite de régimes 
amaigrissants, mais à une altération du tissu caractérisée par une infiltration de macrophages 
et par conséquent par une inflammation importante. Le traitement STZ conduit, lui aussi, à 
une réduction drastique de la masse grasse mais est associée à une production normale d’ApN. 
Aucune donnée ne semble mettre en évidence l’induction d’un état inflammatoire du tissu 
adipeux suite à des injections de STZ. Il est donc possible que dans ces conditions, les 
mécanismes de production de l’ApN ne soient pas altérés du fait de l’absence d’inflammation.  
Les GTZ, qui stimulent la prolifération adipocytaire, ont également un effet bénéfique sur 
l’état inflammatoire du tissu adipeux {Reginato, 1999 #432} et dans notre modèle d’étude, le 
traitement par la PioGTZ stimule la production d’ApN. 
Par conséquent, l’ensemble de ces données suggère que la production d’ApN n’est pas 
dépendante de la taille des adipocytes mais de leur état inflammatoire. Ces deux paramètres 
peuvent être directement liés comme c’est le cas au cours de l’obésité (les macrophages 
infiltrent les adipocytes ayant dépassés un certain degré de remplissage) mais également 
totalement indépendants.  
 
Compte tenu des effets de l’ApN sur le métabolisme glucido-lipidique évoqués dans la 
littérature, il est raisonnable de penser que les variations d’ApN circulante induites par les 
différents traitements peuvent conduire à des modifications du métabolisme hépatique. 
Toutefois, l’administration de CLA et les injections de STZ conduisant respectivement à 
l’induction rapide d’une stéatose et à un catabolisme accéléré des graisses, il est fort probable 
que les altérations du métabolisme lipidique soient induites par l’arrivée massive d’acides gras 
vers le foie et que le rôle de l’ApN soit négligeable. Par contre, lors des traitements HSHF et 
GTZ au cours desquels la morphologie du tissu adipeux est altérée de façon moins drastique, 
les variations de l’adiponectinémie pourraient être associées à des modifications du 
métabolisme hépatique. Dans le cas du traitement GTZ, il convient également d’envisager la 
possibilité que la PioGTZ puisse exercer un effet direct sur le foie. C’est pourquoi, dans la 
suite de ce travail, nous avons cherché à déterminer d’une part les effets de la pioGTZ et 
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d’autre part ceux de l’ApN sur le métabolisme hépatique. Pour cela, nous utilisons un modèle 
d’explants de foie en culture permettant de tester les effets directs de ces composés. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
APPROCHE IN VITRO 
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I. MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE DES EXPLANTS DE FOIE 
 
 1.  Modèle d’étude : Explants de foie  
Afin d’étudier les effets propres de l’ApN sur le métabolisme hépatique, nous avons choisi un 
modèle d’étude original : les explants de foie en culture. Cette technique a été développée 
notamment dans les domaines de la pharmacologie et de la toxicologie pour étudier le 
métabolisme hépatique du médicament. Dans ce modèle l’organisation tissulaire et les 
interactions cellule-matrice et cellule-cellule sont conservées. Ainsi, l’exploration de 
l’environnement cellulaire d'un tissu intact isolé permet une compréhension plus précise des 
effets métaboliques in vivo.  
Le protocole expérimental des explants de foie en culture utilisé a été adapté à partir de la 
méthode décrite par Graulet et al. (Graulet et al., 1998). Dans un premier temps, différents 
tests préliminaires ont été réalisés afin d’établir les conditions optimales à la survie des tissus 
en culture. Dans ce cadre, plusieurs paramètres tels que le matériel, le prélèvement du foie, le 
tampon de rinçage, le milieu d’incubation (pH, oxygénation, insuline, …) et le système 
d’incubation (boite de culture, tube, durée d’incubation, …) ont été testés. A l’issue de chaque 
essai, un test de viabilité des cellules est effectué en mesurant leur consommation en oxygène 
via un oxygraphe. L’intégrité des ARNm est également contrôlée afin de valider le protocole 
expérimental final. 
 
 2. Description du dispositif expérimental et préparation des explants de foie  
 
Après perfusion via le cœur avec du tampon de HBS (Hank's Balanced Salts) froid et saturé 
en oxygéne, le foie est immédiatement prélevé et coupé en utilisant un appareil muni d’une 
lame rotative (Slicer Brendel / Vitron, Tucson, AZ) (figure 24) dans le même milieu en 
tranches très fines d’une épaisseur d’environ 200 µm. Les coupes sont ensuite rincés et pré-
incubés 30 minutes à 37°C dans du HBS. Cette étape permet aux explants de foie de s’adapter 
à leur nouveau milieu en recréant un équilibre osmotique et réorientant leur métabolisme 
énergétique. Les explants sont ensuite placés soit dans des tubes percés sur le dessus afin de 
permettre les échanges gazeux soit dans des boites de culture contenant du milieu 
d’incubation WME oxygénée (William’s Mediun E) supplémenté en sérum de veau fœtal 
inactivé (10%) et avec un cocktail d’antibiotiques-antifongiques (1%). Le volume de milieu 
est d’environ 1 ml par coupe de foie. Le traitement est alors appliqué (adiponectine, 
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glitazones…) puis les tubes ou les boites sont installés horizontalement sur un agitateur à 
bascule et incubés pendant 21 h dans une étuve à 37°C sous atmosphère contrôlée (95% d’air 
et 5% de CO2). À la fin de la période d'incubation, les explants sont répartis au hasard pour 
les différentes expériences décrites ultérieurement. Les premières expériences ont consisté à 
valider le protocole par des mesures biochimiques et tests de viabilité des explants de foie 
(figure 24 ).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 3. Test de viabilité par mesure de la consommation d'oxygène 
La mesure de la comsommation d’oxygène rend compte de l’activité mitochondriale et par 
conséquent de la vitalité cellulaire. Les résultats obtenus par oxygraphie montrent clairement 
que les explants restent viables puisque la mesure de l’activité respiratoire affiche une baisse 
de 20% seulement après 21h d’incubation (figure 25)  
 
 
 
Slicer Brendel / Vitron 
Figure 24 : Images du dispositif Expérimental 
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4. Intégrité des ARNms  
A l’issue des 21 h d’incubation, les ARN totaux sont extraits des différents tissus. L'absence 
de traînées en particulier sous la bande 18S, et un rapport d'intensité des bandes 28S/18S 
d'environ 2, garantissent l'intégrité des ARN (figure 26).  
 
 
  
 
 
 
 
5. ß-oxydation sur explants de foie frais 
L’étude de l’impact des différents traitements sur le métabolisme lipidique du foie, a été 
réalisée grâce à un dispositif expérimental adapté de Graulet et al. (Graulet et al., 1998). 
L’objectif étant d’explorer l’utilisation des AG par le foie, nous avons essayé de créer les 
conditions les plus favorables à l’étude de deux voies métaboliques : la β-oxydation et 
l’estérification. Des essais préliminaires ont été réalisés sur tissus frais afin de déterminer les 
 
Figure 26 : Électrophorèse d’ARNs sur  gel d’agarose à 1%.  ins : insuline  
18S 
28S
Figure 25: Teste de viabilité des explants de foie de souris : mesure de la consommation 
d’oxygène par oxygraphie.  
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5).  
 
+ ins -  ins 
T0 T 21h 
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conditions les plus favorables à l’oxydation des AG et de valider notre modèle expérimental. 
Les mêmes conditions d’incubation seront utilisées pour l’étude de la voie d’estérification. 
 
Des coupes ont été réalisées à partir de foies fraichement prélevés sur des souris à jeun ou 
nourries puis ont été incubées à 37°C pendant 2h sous une légère agitation dans un milieu du 
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) supplémenté en différentes concentrations de 
glucose (0, 0.8 et 2 g/L) et d’insuline (12.5µM), en cocktail d’antibiotiques-antifongiques 
(1%) et en L-carnitine (0,50 mM) et en présence de 0,2 mM d’acide palmitique marqué sur le 
radical carboxyle [1-14C]  (55,5 GBq / mol, PerkinElmer, Courtaboeuf, France) couplé à 
l'albumine dans un rapport molaire de 2,5 / 1. A l’issue de l’incubation, la quantité d’AG 
utilisée pour la β-oxydation est déterminée par la mesure de leurs produits de dégradation. 
Ainsi, l’oxydation totale correspond à la somme de la radioactivité portée par le CO2 libéré et 
les produits acido-solubles.  
 
De manière générale, les résultats obtenus lors des tests préliminaires valident la 
fonctionnalité de notre modèle expérimental puisqu’on observe une oxydation des AG plus 
importante dans les coupes de foie de souris à jeun par rapport à celles nourries (figure 27). 
On note également que la présence de glucose ne semble pas significativement altérer 
l’activité ß-oxydative. Par ailleurs, à l’état à jeun, la présence d’insuline dans un milieu sans 
sucre stimule la β-oxydation des acides gras (figure 27). Compte tenu de ces résultats, les 
analyses seront réalisées sur des animaux à jeun, dans un milieu de culture contenant une 
concentration physiologique de glucose avec ou sans insuline.  
Cette procédure sera également appliquée à la mesure de l’activité ß-oxydative sur des 
explants de foie préalablement mis en culture 21h dans différents milieux. 
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6. Captage et incorporation des AG dans les différentes classes lipidiques  
Les explants de foies en culture sont  incubés à 37°C pendant 2h sous une légère agitation 
dans un milieu du DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) sans glucose et sans 
insuline, supplémenté en cocktail d’antibiotiques-antifongiques (1%) et en L-carnitine (0,50 
mM) et en présence de 0,2 mM d’acide palmitique marqué sur le radical carboxyle [1-14C] 
(55,5 GBq / mol, PerkinElmer, Courtaboeuf, France) fixés à l'albumine (Bovin Serum 
Albumin, BSA) dans un rapport molaire de 2,5 / 1. A la fin de la période d’incubation, les 
lipides totaux sont extraits et l’incorporation de acides gras dans les différentes classes 
lipidiques est détérminée par radiochromatographie après séparation sur couche mince (figure 
28). 
 
 
 
Figure 27 : Oxydation de l’acide palmitique dans des explants de foie de souris à jeun et 
nourries: test de différentes concentrations de glucose (0, 0.8 et 2 g/L) et d’insuline (12.5µM). 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=3). *différence significative à p<0,05. 
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Figure 28: Exemple de radio-chromatogramme obtenu après CCM des lipides totaux des explants 
de foie ayant été incubés en présence d’acide oléique 0,2 mM pendant 2 h. PL : Phospholipides ; 
AGL : Acides Gras Libres ; TG : Triacylglycérols. Le pic correspondant aux AGL représente les 
acides gras radioactifs non métabolisés. 
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II. EVALUATION DES EFFETS DIRECTS DE L’APN SUR LE METABOLISME 
LIPIDIQUE DANS DES EXPLANTS DE FOIE 
 
Plusieurs études démontrent l’existence d’une association significative entre l’ApN et le 
métabolisme lipidique (von Eynatten et al., 2005; von Eynatten et al., 2004) supportant 
l’hypothèse selon laquelle l’ApN influence directement les concentrations de lipides 
circulants, spécialement les TG et les HDL-C plasmatiques (von Eynatten et al., 2005). Le 
foie possédant des récepteurs à l’ApN, il est envisageable que ces effets concernent 
directement le métabolisme hépatique. C’est pourquoi nous nous sommes intéressés à l’étude 
des effets de l’ApN premièrement sur la régulation des voies d’estérification et de ß-
oxydation des acides gras qui peuvent avoir un impact sur la production des lipoprotéines et 
deuxièmement sur la régulation de l’expression de protéines impliquées dans le catabolisme 
des lipoprotéines circulantes.  
Les effets de l’ApN sur le métabolisme des lipides ont tout d’abord été évalués à long terme 
sur des coupes de foie préalablement incubées pendant 21h dans un milieu de culture 
contenant 1 µM d’ApN en présence ou non d’insuline. Les régulations métaboliques 
observées après une telle durée de traitement seront susceptibles de correspondre à des 
modifications d’expression génique et de synthèse protéique. Ensuite nous avons testé les 
effets à court terme de l’ApNsur les capacités β-oxydatives en traitant les explants pendant 90 
min. Ces conditions sont plus appropriées pour mettre en évidence l’activation des voies de 
régulation rapides comme celle impliquant l’AMPK.    
 
 1. Caractérisation des conditions de culture 
 
Les conditions de culture (+/- insuline) ont tout d’abord été comparées en analysant 
l’expression de gènes clé du métabolisme glucido-lipidique. Lorsque les explants sont cultivés 
en présence d’insuline, l’utilisation du glucose et la lipogenèse semblent être favorisées 
comme le suggèrent les niveaux d’ARNm de Glut2, GK, ACC1, ACC2 et FAS (figure 29). 
Les expressions de FAT/CD36 et d’AdipoR2 sont également plus élevées en présence 
d’insuline.  
Par conséquent, les conditions de culture avec et sans insuline induisent des régulations qui à 
l’échelle de l’organisme entier, peuvent être comparées à celles observées respectivement à 
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l’état nourri et à jeun chez l’animal sain (non insulino-résistant). Ces conditions doivent être 
considérées séparément puisqu’elles peuvent permettre de mettre en évidence des effets de 
l’ApN sur des voies de signalisation différentes impliquant par exemple les récepteurs à 
l’insuline ou les métabolites du glucose.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29: Expression des ARNm des gènes, Glut2, GK, ACC1, ACC2, FAS, AdipoR2, FAT/CD36 
et SR-B1 dans les explants de foie de souris C57Bl/6 témoins en présence ou en absence d’insuline et 
de souris obèses (HSHF) en absence d’insuline.     
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
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 2. Effets d’un traitement par ApN sur les explants de foie  
 
  2.1. Effets d’un traitement par l’ApN en absence d’insuline 
 
Les explants sont traités dans un milieu sans insuline afin de mimer des conditions de jeûne 
plus propices à l’étude de l’oxydation des AG.  
Tout d’abord, l’analyse de l’expression de gènes du métabolisme glucido-lipidique révèle un 
effet stimulateur de l’ApN sur certains gènes sensibles à l’insuline. Ainsi, on observe une 
induction de l’expression de Glut2, GK, ACC1 et ACC2 (figure 30) ainsi qu’un effet 
stimulateur sur l’expression de la PEPCK et la G6P.  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30: Effets d’un traitement par l’ApN (1 µM) en absence d’insuline sur l’expression des ARNm des 
gènes Glut2, GK, ACC1, ACC2, PEPCK et G6P dans les explants de foie de souris C57Bl/6. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
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L’expression de SR-B1 dans le foie est régulée par le cholestérol, les acides gras 
polyinsaturés, des hormones (oestrogènes, testostérone, hormone adrenocorticotropique) et des 
cytokines (Rhainds and Brissette, 2004). Dans notre étude il apparaît que l’expression de SR-
B1 est également sensible à l’insuline (figure 29). Par conséquent, une stimulation de 
l’expression de SR-B1 par l’ApN via l’activation de voies impliquant l’insuline n’est pas 
exclue. Quoi qu’il en soit, dans ces conditions, l’induction de l’expression de SR-B1 par 
l’ApN s’accompagne d’une augmentation des capacités de captage des HDL et de la 
concentration intracellulaire en cholestérol (figure 31). La production des VLDL et des HDL 
estimée par le dosage de l’apoB et l’apoAI dans le milieu de culture ne semble pas être 
modifiée par le traitement. 
 
En ce qui concerne les capacités ß-oxydatives, le traitement par l’ApN ne conduit à aucune 
variation lorsqu’il est appliqué en absence d’insuline, c’est à dire dans des conditions pourtant 
favorables aux réactions conduisant au catabolisme des acides gras (figure 32).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31: Effets d’un traitement par l’ApN (1 µM) en absence d’insuline sur le contenue en TG et 
cholestérol (CS) (A), en ApoA-I et ApoB (B)  ainsi que l’incorporation des HDL (C)  dans les 
explants de foie de souris C57/Bl6. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
 
 
* 
A B C 
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 2.2. Effets d’un traitement par l’ApN en présence d’insuline 
 
Dans ces conditions de culture favorables à l’utilisation du glucose, l’analyse du profil 
d’expression génique semble mettre en évidence un effet potentialisateur de l’ApN sur 
l’action de l’insuline. En effet, on observe une baisse de l’expression de la G6P et une 
induction de Glut2 suggérant une diminution de la néoglucogenèse et une meilleure utilisation 
du glucose (figure 33). Parallèlement, le traitement à l’ApN stimule l’expression de deux 
gènes de la lipogenèse sensibles à l’insuline, ACC1 et FAS bien que l’ACC2 ne soit pas 
affecté. 
Ces données suggèrent qu’en présence d’insuline, l’ApN favorise l’utilisation du glucose via 
la glycolyse avec pour conséquence une réduction de la néoglucogenèse et une stimulation de 
la lipogenèse. L’effet activateur de l’ApN sur la glycolyse n’est pas ici associé à une 
augmentation des taux d’ARNm de la GK dont l’expression est déjà stimulée par la présence 
d’insuline. Les résultats indiquant un effet de l’ApN sur le métabolisme du glucose sont en 
accord avec la littérature qui rapporte un effet inhibiteur de l’ApN sur la production de 
glucose par le foie (Berg et al., 2001; Combs et al., 2001). L‘utilisation de souris 
transgéniques a permis de démontrer que le mécanisme de régulation est dépendant de la 
Figure 32: β-oxydation de l’acide palmitique dans les explants de foie de souris C57/Bl6 
traités par l’ApN (1 µM) en absence d’insuline. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=3). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
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présence des récepteurs à l’ApN (Yamauchi et al., 2007). L’efficacité biologique de l’ApN 
dépend de sa concentration circulante mais également des capacités fonctionnelles de ses 
récepteurs. Par conséquent, dans les conditions de culture utilisées (+ insuline), l’expression 
élevée des AdipoR2 pourrait en partie expliquer la sensibilité des explants à l’ApN. De plus, 
les niveaux d’ARNm AdipoR2 sont augmentés par le traitement, phénomène qui pourrait être 
associé à la stimulation de la lipogenèse et à l’accumulation de TG dans les cellules (Shimizu 
et al., 2007). 
Plusieurs études indiquent que les effets biologiques de l’ApN impliquant les AdipoR2 
dépendent de l’activation de l’AMPK (Andreelli et al., 2006). Cependant dans nos conditions, 
il semble que l’ApN agisse sur la régulation transcriptionnelle de la glycolyse et de la 
lipogenèse en exerçant plutôt des effets sur les voies de régulation impliquant l’insuline et /ou 
le glucose. L’action de l’ApN sur la voie de signalisation de l’insuline a d’ailleurs été évoquée 
récemment (Mao et al., 2006; Yano et al., 2008). L’hypothèse de la stimulation de la 
lipogenèse via l’insuline est renforcée par les résultats biochimiques faisant état d’une 
diminution de l’activité ß-oxydative (figure 34). En effet, l’utilisation accrue du glucose 
conduirait à la production de malonyl-CoA puissant inhibiteur de la CPT-I alors qu’une 
activation de l’AMPK par l’ApN devrait s’accompagner d’une induction de la ß-oxydation.  
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Figure 33: Effets d’un traitement par l’ApN (1 µM) en présence d’insuline (12,5 µM)  sur 
l’expression des ARNm des gènes, G6P, Glut2, GK, ACC1, ACC2, FAS, GK et l’AdipoR2 dans les 
explants de foie de souris C57/Bl6. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
*différence significative à p<0,05.  
 
Figure 34: β-oxydation de l’acide palmitique dans les explants de foie de souris C57Bl/6 
traitée par l’ApN (1 µM) en présence d’insuline (12,5 µM). 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=3). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
 
* 
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Puisqu’il existe une corrélation entre ApN, TG et HDL-C, nous nous sommes également 
intéressés à l’impact du traitement sur l’expression génique de  LDLR, LRP, SR-B1, HL et 
ABCA1, protéines impliquées dans le catabolisme des lipoprotéines (figure 35). Alors que le 
traitement par l’ApN n’exerce aucun effet sur l’expression des récepteurs de lipoprotéines à 
ApoB LDLR et LRP, nous observons une augmentation des ARNm HL et une diminution des 
ARNm SR-B1. La diminution des transcrits SR-B1, si elle se traduit par une diminution du 
nombre de récepteurs, pourrait conduire à une réduction du captage des HDL (et par 
conséquent des EC qu’elles contiennent). Le fait que l’expression de HL soit augmentée par le 
traitement renforce cette hypothèse puisqu’une relation inverse entre les concentrations 
intracellulaires des EC et l’expression de HL a été mise en évidence (Jansen et al., 1980). Par 
conséquent, il est possible que dans ces conditions, l’induction de l’expression de HL 
corresponde à une réponse adaptative associée à une baisse du cholestérol intracellulaire. Les 
mécanismes à l’origine de la diminution de l’expression de SR-B1 restent à déterminer mais 
l’effet de l’ApN semble ici indépendant des voies impliquant l’insuline dont l’activation 
conduit au contraire à une induction de l’expression de SR-B1 (figure 29). 
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En conclusion, ces résultats suggèrent que, dans des conditions favorables à l’utilisation du 
glucose, l’ApN : 
- accentue les effets de l’insuline, ce qui se traduit par une meilleure utilisation du glucose 
avec en contre partie une stimulation de la lipogenèse et une réduction de la ß-oxydation. 
- exerce un effet indépendant sur les voies de catabolisme des HDL 
 
 
 2.3. Effets d’un traitement par l’ApN en absence d’insuline sur des explants issus de 
souris obèses 
 
Nous avons ensuite cherché à tester les effets de l’ApN sur des explants de foie prélevés sur 
des souris obèses. Ces souris, généreusement fournies par Mme B. Husson de la société 
Exichol-Dijon, qui ont été nourries pendant 13 semaines avec un régime HSHF (D12492, 
Research Diets, New Brunswick, USA) ont développé un surpoids (28,3±0,3 vs 44,07±1,15) 
et une hyperglycémie (1,73±0,07 vs 2,57±0,05). Les conséquences d’un tel régime sur la 
régulation du métabolisme glucido-lipidique ont été évoquées précédemment (Approche in 
vivo). Toutefois les animaux de cette série étant devenus diabétiques, il est vraisemblable 
 
* 
Figure 35: Effets d’un traitement par l’ApN (1 µM) en présence d’insuline (12,5 µM)  sur 
l’expression des ARNm des gènes, LDLR, LRP, SR-B1, HL et ABCA1 dans les explants de foie de 
souris C57/Bl6. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
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qu’ils présentent une forte activité néoglucogénique hépatique. Le profil d’expression génique 
des explants après 21h de culture (figure 29) traduit le fait que les hépatocytes sont armés 
pour utiliser activement le glucose (ARNm Glut2, GK élevés par rapport aux explants de foie 
sain cultivés dans les mêmes conditions). Ces tissus conservent un faible niveau d’expression 
des enzymes de la lipogenèse (ACC1,2 et FAS) et présentent au contraire une expression de la 
CPT-I et de FAT/CD36 plus élevée (figure 29). Dans ces conditions, l’effet insulino-
sensibilisateur de l’ApN observé précédemment sur tissu sain ne semble pas s’appliquer aux 
explants stéatotiques à en juger par le fait que le traitement n’induit aucune modification 
significative sur l’expression génique. Ce résultat est quelque peu inattendu puisque nous 
pensions que les effets bénéfiques de l’ApN seraient amplifiés sur des foies de souris 
insulino-résistantes. Il est envisageable que la mise en culture des explants constitue déjà un 
traitement susceptible de masquer les effets de l’ApN. En effet, les hépatocytes passent d’un 
milieu riche en glucose et en insuline (in vivo) à un milieu contenant 1 g de glucose et très peu 
d’insuline. Quoi qu’il en soit, dans ces conditions plutôt favorables à l’utilisation des acides 
gras, un traitement de 21h par l’ApN n’apparaît pas avoir d’effet stimulateur sur l’activité ß-
oxydative (figure 37). 
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 3. Effets à court terme de l’ApN sur les capacités oxydatives des explants de foie 
en absence d’insuline  
 
Les données de la littérature plaident en faveur d’une stimulation de la ß-oxydation aussi bien 
dans le muscle que dans le foie (Fruebis et al., 2001; Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 
2002). Toutefois, si les études concernant le muscle mettent clairement en évidence une 
 
Figure 36: Effets d’un traitement par l’ApN (1 µM) en absence d’insuline sur l’expression des 
ARNm des gènes ACC1, ACC2, FAS, CPT-1 et FAT/CD36 dans les explants de foie de souris 
obèses (régime HSHF). 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
 
Figure 37: β-oxydation de l’acide palmitique dans les explants de foie de souris obéses 
traités par l’ApN (1 µM) en absence d’insuline. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
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augmentation de l’activité oxydative, celles concernant le foie s’appuient uniquement sur des 
mesures indirectes (AMPK, activités enzymatiques de la CPT-1, de l’ACC et de la FAS). De 
plus, elles rendent compte d’effets à court terme de l’ApN (traitement jusqu’à 90 min) basés 
sur l’activation rapide de voies de régulation comme celle impliquant l’AMPK. C’est 
pourquoi nous avons testé les effets rapides de l’ApN sur le modèle d’explants. 
 
Yamauchi et al. ont observé une augmentation de l’activité ß-oxidative in vitro sur un modèle 
de cellules musculaires en culture (myocytes C2C12) traité 60 min avec de l’ApN et ont 
démontré que cette stimulation était indépendante d’une activité transcriptionnelle et 
dépendante de l’activation de l’AMPK (Yamauchi et al., 2002). Bien que l’activation de 
l’AMPK dans des hépatocytes isolés ait également été mise en évidence dans cette étude, 
curieusement aucune donnée relative à l’activité ß-oxydative n’est indiquée. C’est pourquoi il 
nous a semblé important de tester ce paramètre sur le modèle d’explants de foie.  
Dans un premier temps, nous avons testé l’effet de l’ApN sur l’activité ß-oxydative du muscle 
soléaire traité 45 min afin de vérifier si nos conditions expérimentales permettaient de 
retrouver des résultats en accord avec ceux de la littérature. Les résultats obtenus avec un 
muscle entier indiquent que la présence d’ApN entraine une stimulation de la ß-oxydation 
(figure 38A) qui peut être reliée à l’effet activateur de l’ApN sur l’AMPK démontré par 
Yamauchi et al. in vitro et in vivo (Yamauchi et al., 2002). 
Lorsque ces conditions sont appliquées au foie sain, la ß-oxydation est également stimulée et 
s’accompagne d’une augmentation de la p-AMPK (p = 0,806, figure 38B et C). Toutefois, cet 
effet n’est pas retrouvé lorsque l’expérience est répétée avec des explants de foies prélevés sur 
des souris obèses. Il est possible que dans ces conditions, les hépatocytes stéatotiques qui 
présentent une forte activité lipogénique voient leur activité ß-oxydative fortement réprimée 
par la présence de malonyl-CoA. 
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Figure 38: Effets d’un traitement par l’ApN (1 µM) en absence d’insuline sur la β-oxydation de 
l’acide palmitique dans le muscle soléaire entier (A) et les explants de foie (B) ainsi que sur 
l’activation de la p-AMPK (C) dans les explants de foie de souris C57Bl/6. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. *différence 
significative à p<0,05.  
 
 
A B C P = 0.806 
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 4. Discussion générale sur les effets de l’ApN dans les explants de foie 
 
Les 2 conditions de traitement à long terme (21h) semblent mettre en évidence un effet 
insulino-sensibilisateur de l’ApN sur le foie conduisant à une stimulation du catabolisme du 
glucose en accord avec les résultats trouvés dans la littérature dans plusieurs tissus (Berg et 
al., 2001; Combs et al., 2001; Maeda et al., 2002). Un tel effet pourrait être bénéfique à 
l’échelle de l’organisme entier et particulièrement en présence de diabète de type II, puisqu’il 
correspondrait à une réduction de la production de glucose par le foie. Il est à noter que les 
effets s’exercent en présence d’insuline ou en absence d’insuline c’est à dire dans des 
conditions assimilables à des situations physiologiques voire pathophysiologiques variées 
(différents stades de diabète type II, diabète type I).  
 
Les effets de l’ApN sur le métabolisme glucidique dans le foie ont déjà été mis en évidence in 
vitro dans plusieurs études. Ainsi, Berg et al. ont constaté une réduction de la production de 
glucose par des hépatocytes de rat traités par l’ApN en présence d’insuline (Berg et al., 2001). 
Dans une autre étude menée sur un modèle de cellules d’hépatome de rat exprimant l’ApN, cet 
effet a clairement été démontré en absence d’insuline (Zhou et al., 2005). Nos résultats 
semblent également en accord avec une activation de l’utilisation du glucose par les explants 
de foie traités par l’ApN à en juger par l’augmentation de l’expression de la GK. Toutefois, 
contrairement à ce qui a été démontré par Zhou et al., nous n’observons pas d’inhibition de 
l’expression de la PEPCK et de la G6P, les ARNm codant pour ces enzymes étant même 
augmentés (Zhou et al., 2005). L’induction simultanée de la GK et du couple PEPCK/G6P 
n’étant pas physiologique, il est envisageable que ce résultat corresponde à un biais propore au 
modèle expérimental et aux conditions de culture. En effet, une telle situation a déjà été 
rencontrée in vitro lorsque le métabolisme du glucose est augmenté même en absence 
d’insuline (Argaud et al., 1997; Massillon et al., 1996). Ainsi, ces données moléculaires 
suggèrent que l’ApN stimule l’utilisation du glucose en absence d’insuline et il est 
envisageable que le glucose et/ou ses catabolites soient responsables des inductions 
constatées. 
L’impact de l’ApN sur la régulation du métabolisme du glucose semble s’exercer quel que soit 
le niveau d’expression du récepteur AdipoR2 (faible en absence d’insuline et élevé en 
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présence d’insuline) ce qui suggère que les voies impliquées pourraient être, au moins en 
partie, indépendantes de l’activation de ce récepteur. 
 
Les effets de l’ApN sur l’activité ß-oxydative dans le foie sont beaucoup moins évidents et 
semblent dépendre de conditions particulières. L’action à court terme de l’ApN impliquant 
l’activation de l’AMPK décrite dans la littérature pour le muscle est mise en évidence sur le 
modèle d’explants de foie sain. Par contre, les effets à long terme pouvant être à l’origine 
d’adaptations géniques ne sont pas favorables à une activation de la ß-oxydation puisqu’ils 
semblent stimuler la lipogenèse en favorisant l’action de l’insuline. 
Toutefois, in vivo, une augmentation des concentrations plasmatiques d’ApN correspond 
généralement à une amélioration du métabolisme adipocytaire (par traitement médicamenteux 
ou perte de masse grasse) qui a pour conséquence de réduire la production d’AGL et des 
cytokines inflammatoires. Ces facteurs peuvent exercer des effets indirects importants sur le 
foie et contribuer à l’amélioration du métabolisme lipidique en particulier dans des situations 
pathologiques telles que l’obésité et le diabète.  
 
La LH est impliquée à différents niveaux du métabolisme des lipoprotéines puisqu’elle exerce 
une activité lipasique à la fois sur les TG et les PL (Wang et al., 1999; Wittayalertpanya et al., 
2006) et possède la capacité de se lier aux HDL. En interagissant avec les HDL et en 
catalysant l’hydrolyse des PL, la LH conduirait à un remodelage des particules lipoprotéiques 
qui serait favorable à la prise en charge du cholestérol par les cellules (Groot et al., 1981; 
Kuusi et al., 1980). Chez des patients normoglycémiques et des diabétiques de type 2, 
l’hyperinsulinémie étant associée avec une activité LH élevée et des taux faibles de HDL 
(Syvanne et al., 1995). Ainsi, la LH pourrait être à l’origine de la relation inverse existant 
entre insuline et HDL. L’augmentation de l’expression de la LH induite par l’ApN en 
présence d’insuline peut correspondre à un effet compensateur de la baisse de SR-B1. SR-B1 
joue également un rôle majeur dans le contrôle de l’uptake des HDL-CE et les variations de 
son expression dans le foie impactent directement sur les taux d’HDL-CE plasmatiques en 
modulant le transport reverse du cholestérol. Ainsi, chez des souris surexprimant SR-B1 dans 
le foie, on assiste à une importante diminution des taux d’HDL-CE et d’apoA-I (Kozarsky et 
al., 1997).  
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A priori, dans notre modèle, les variations d’expression de SR-B1 et de la LH induites par 
l’ApN dans les différentes situations semblent plutôt favorables à une augmentation de 
l’uptake des HDL. Ce résultat, transposé à l’organisme entier, ne représente pas à priori un 
évènement favorable puisqu’il diminuerait les concentrations plasmatiques d’HDL en 
accélérant leur clairance. Toutefois, cette situation (surexpression localisée au foie 
uniquement) n’est pas physiologique et il est probable que, in vivo, l’augmentation de 
l’expression de SR-B1 ou de la LH s’accompagne d’autres inductions qui dans l’ensemble 
accélèrent le transport reverse du cholestérol. Par exemple, il a été montré que la synthèse des 
HDL et l’efflux de cholestérol étaient augmentés par l’ApN (Tsubakio-Yamamoto et al., 
2008). Au final, les taux d’HDL sont positivement corrélés à l’ApN chez l’Homme (Ryo et 
al., 2004; Zoccali et al., 2002). 
 
En conclusion, l’ApN exerce des effets directs sur l’expression de l’HL et de SR-B1 qui 
peuvent conduire à une augmentation des capacités de captage des HDL et par conséquent 
modifier la cinétique de ces lipoprotéines. L’interprétation physiologique de ces résultats reste 
à déterminer. 
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III. EVALUATION DES EFFETS DIRECTS DE LA PIOGTZ SUR LE 
METABOLISME LIPIDIQUE DANS DES EXPLANTS DE FOIE 
 
Dans l’étude in vivo, le traitement par la PioGTZ a conduit à des modifications du 
métabolisme hépatique qui peuvent être la conséquence indirecte d’une amélioration de la 
sensibilité à l’insuline dans le muscle et le tissu adipeux, d’une augmentation de l’ApN 
circulante ou encore d’un effet direct de la PioGTZ sur les hépatocytes. C’est pourquoi, nous 
avons utilisé le modèle d’explants de foie pour déterminer si la PioGTZ peut avoir une action 
directe sur le métabolisme hépatique. Par comparaison, nous avons parallèlement testé les 
qeffets de la Rosiglitazone (RosiGTZ ; Avandia, GlaxoSmithKline) qui a une action anti-
diabétique comparable à la PioGTZ sans toutefois avoir les mêmes effets sur le statut 
lipidique. En effet, des études cliniques récentes suggèrent que la PioGTZ réduit les TG 
plasmatiques mais pas la RosiGTZ, que les 2 glitazones augmentent le HDL-C avec un effet 
plus marqué pour la PioGTZ et que la RosiGTZ induit une augmentation du taux de LDL-C 
alors que la pioglitazone est neutre sur ce dernier (Goldberg et al., 2005). 
 
La Pioglitazone (PioGTZ ; Actos, Takeda) est une molécule développée pour ses propriétés 
hypoglycémiantes et actuellement utilisée comme agent antidiabétique pour le traitement du 
diabète de type II (Bowen et al., 1991; Nolan et al., 1994; Saltiel, 2001; Yki-Jarvinen, 2004). 
Ce composé, qui appartiennent à la famille des Glitazones (GTZ) ou thiazolidinediones, agit 
principalement en diminuant la résistance à l’insuline et exerce également un effet bénéfique 
sur le métabolisme des lipides et lipoprotéines.  
Malgré l’utilisation clinique intensive de cette molécule pour le traitement du diabète de type 
II, les mécanismes précis par lesquels la PioGTZ exerce ces effets sur le métabolisme des 
lipides sont encore très mal connus. Les GTZ sont des ligands spécifiques de l’isoforme 
gamma des PPARs qui contrôle la transcription de gènes impliqués dans la différenciation 
adipocytaire, le transport, la synthèse et le stockage des acides gras (Castelein et al., 1994; 
Gurnell et al., 2000; Hallakou et al., 1997; Tontonoz et al., 1995). Ainsi, la stimulation de 
l’adipogenèse par les GTZ via PPARγ favoriserait, d’une part la prise en charge des acides 
gras circulants par les tissus adipeux avec un effet bénéfique sur la sensibilité à l’insuline 
(Berger and Moller, 2002; Sharma and Staels, 2007; Ye et al., 2002) et d’autre part la 
production d’adipocytokines telles que la leptine (De Vos et al., 1996; Kallen and Lazar, 
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1996) ou l’adiponectine (Kubota et al., 2006; Maeda et al., 2001) capables d’améliorer le 
métabolisme glucido-lipidique (Guerre-Millo, 2008). 
Les données de la littérature semblent donc démontrer que les GTZ améliorent la sensibilité à 
l’insuline en agissant spécifiquement sur le tissu adipeux (Berger and Moller, 2002; He et al., 
2003; Hevener et al., 2003; Norris et al., 2003). Toutefois, compte tenu du rôle central du foie 
dans la régulation du métabolisme glucido-lipidique, les effets directs des GTZ sur les 
hépatocytes doivent également être envisagés. 
 
Cette étude a été réalisée sur des coupes de foie mises en culture pendant 21h dans un milieu 
contenant soit la PioGTZ ou la RosiGTZ. Chez l’Homme, la posologie de la PioGTZ et la 
RosiGTZ est respectivement de 30 et 4 mg par jour en une prise. Ainsi, nous avons choisi de 
traiter les explants avec 7,5 µM de PioGTZ et 1 µM de RosiGTZ afin de respecter les doses 
thérapeutiques et les concentrations physiologiques (Chu et al., 2007; Wittayalertpanya et al., 
2006). 
Ce modèle permet de tester l’effet direct des GTZ sur des paramètres relatifs à l’oxydation et 
la lipogenèse. Les analyses portent principalement sur les paramètres morphologiques, 
biochimiques et moléculaires en relation avec le métabolisme des lipides : mesure d’activité et 
d’expression de protéines relatives à l’hydrolyse et à l’incorporation des acides gras provenant 
des lipoprotéines, à l’oxydation des acides gras, à la lipogenèse, à l’estérification des acides 
gras et à la sécrétion des lipoprotéines. Ce modèle a également été particulièrement exploité 
pour déterminer les mécanismes moléculaires de régulation induits par les 2 GTZ qui 
pourraient expliquer leurs effets propres sur le catabolisme des HDL et des VLDL, observés 
chez l’Homme (Djaouti et al., 2010) 
 
 1. Effet de la PioGTZ sur les paramètres lipidiques 
 
Nous avons tout d’abord testé l’impact du traitement PioGTZ sur le métabolisme des acides 
gras en comparaison avec la RosiGTZ et le control. Les résultats indiquent une réduction du 
contenu en TG dans les coupes traitées par la PioGTZ (tableau 7) alors que la capacité des 
coupes de foie à oxyder l’acide palmitique et à estérifier ce dernier en phospholipides et en 
TG n’est modifiée par aucun des traitements (figure 39). Le traitement par la PioGTZ ne 
semble pas non plus modifier la production de VLDL à en juger par les quantités d’apoB 
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secrétées dans le milieu (figure 39). L’ensemble de ces données suggère que la baisse des TG 
intracellulaires induite par le traitement PioGTZ correspond à une réduction de l’activité 
lipogénique et non pas à une stimulation du catabolisme des acides gras ou de la sécrétion de 
lipides ni à une diminution de la prise en charge des AG circulants. Cette hypothèse est 
renforcée par les  
résultats d’une étude récente démontrant l’effet inhibiteur de la PioGTZ sur la lipogenèse 
(Beysen et al., 2008) et le fait que la PioGTZ exerce un effet puissant sur l’AMPK (figure 
43). En effet, il est bien démontré que l’activation par phosphorylation de l’AMPK 
s’accompagne de l’inhibition de l’activité de la voie lipogénique (Winder and Hardie, 1999). 
Dans notre cas, le traitement par la PioGTZ n’altère toutefois pas l’expression des gènes 
codant pour l’ACC et la FAS. L’AMPK stimule également l’activité CPT-I et à plus long 
terme son expression (Velasco et al., 1997). Les taux d’ARNm de la CPT-I sont d’ailleurs 
plus élevés dans les explants traités par les glitazones, ce qui ne semble pourtant pas 
influencer les capacités ß-oxydatives mesurées à partir de l’acide palmitique. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Les valeurs sont des moyennes ± SEM (n= 6). Les valeurs avec des lettres différentes en 
exposant (a,b) sont statistiquement diffrentes à p <0,05. 
 
    Témoin PioGTZ RosiGTZ 
Explants de foie    
Triglycérides (mg/g protéine) 132,4 ± 4,3a 105,5 ± 8,4b 139,6 ± 12,3a 
Cholestérol (mg/g protéine) 17,0 ± 1,8a 13,5 ± 1,5b 21,0 ± 4,2a 
Tableau 7: Effets de la RosiGTZ (1 mM) et la PoiGTZ (7,5 mM) sur le contenu en 
TG et CS des explants de foie de souris   
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 2. Effet de la PioGTZ sur le captage du HDL-C 
 
Les coupes traitées par la PioGTZ présentent également une concentration en cholestérol plus 
faible que les coupes RosiGTZ et témoins. La capacité des glitazones à inhiber la synthèse du 
cholestérol a déjà été mise en évidence dans différents types cellulaires (Wang et al., 1999). 
Toutefois, il ressort de cette étude que la PioGTZ et la RosiGTZ constituent des inhibiteurs 
faibles par rapport aux autres glitazones testées. Nos résultats semblent en accord avec ces 
Figure 39: Devenir métabolique de l'acide palmitique et la sécrétion de l'apolipoprotéine par les 
explants de foie. β-oxydation de l’acide palmitique (A),  l'incorporation d'acide palmitique dans les 
phospholipides (B) et en triglycérides (C). Taux de sécrétion d’apolipoprotéine B (D) et 
apolipoprotéine A-1 (E) par explants de foie.  
Les valeurs sont des moyennes ± SEM (n= 6). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a,b) sont 
statistiquement diffrentes à p <0,05. 
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observations puisque les deux molécules exercent le même effet inhibiteur modéré sur 
l’expression de l’HMG-CoA réductase. Ceci suggère que les mécanismes responsables de la 
diminution de cholestérol induite par le traitement PioGTZ ne sont pas relatifs à une 
diminution de synthèse mais plutôt à une diminution de captage du cholestérol. Ce concept est 
supporté à la fois par la diminution de l’activité de la LH et par la diminution des capacités de 
captage des HDL (figure 40). La LH est capable d’hydrolyser les TG et les PL présents au 
sein des HDL, ce qui conduit à un remodelage des particules favorables à la prise en charge 
du cholestérol par les hépatocytes (Jansen et al., 1980; Kadowaki et al., 1992). Il est donc 
possible d’émettre l’hypothèse selon laquelle la baisse de l’activité de la LH induite par la 
PioGTZ provoque une réduction du pool de cholestérol intracellulaire. La mesure des taux 
d’ARNm de la LH révèle au contraire une surexpression du gène dans les explants traités par 
la PioGTZ en accord avec le fait qu’il existe une relation inverse entre l’expression de la LH 
et le cholestérol intracellulaire (Perret et al., 2002). En parallèle à son activité lipolytique, il a 
été démontré que la LH facilite l’interaction des HDL avec le récepteur aux HDL, SR-B1 et 
favorise ainsi le captage du cholestérol (Bengtsson and Olivecrona, 1980; Lambert et al., 
1999). Dans notre étude, nous observons, sous l’effet du traitement par la PioGTZ, une 
diminution de l’expression de SR-B1 qui pourrait par conséquent également être à l’origine de 
la diminution du cholestérol intracellulaire.  
L’ensemble de ces résultats suggèrent donc que la PioGTZ est capable d’exercer un effet 
direct sur les hépatocytes impliquant la LH et SR-B1 avec pour conséquence une diminution 
du captage du HDL-C et du pool de cholestérol intracellulaire. Il est alors concevable de 
supposer, en extrapolant ces résultats à l’Homme, qu’un tel effet direct de la PioGTZ sur le 
foie puisse participer à l’augmentation du HDL-C.  
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Figure 41: Captage des HDL-C par les explants de foie de souris C57BL/6. 
Les valeurs sont des moyennes ± SEM (n= 6). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a,b) 
sont statistiquement diffrentes à p <0,05. 
Figure 40: Activité de la lipase hépatique estimée à partir de la radioactivité portée par l’acide 
oléique ([3H] oléate) incorporrée dans les explants de foie (A) et retrouvée par la suite dans le 
milieu (B).   
Les valeurs sont des moyennes ± SEM (n= 6). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a,b) 
sont statistiquement diffrentes à p <0,05. 
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 3. Effets de la PioGTZ sur l’expression de PPARγ 
 
Il est à noter que la RosiGTZ n’exerce aucun effet sur les paramètres relatifs au captage du 
HDL-C suggérant l’intervention de voies de régulation distinctes entre la PioGTZ et la 
RosiGTZ. Les glitazones étant des activateurs puissants de PPARγ, il est possible que 
l’activation de ces facteurs de transcription soit à l’origine de certains effets observés sur les 
explants. PPARγ est faiblement exprimé dans le foie sain mais il a été démontré que son 
expression est inductible. Elle s’accompagne alors de l’activation transcriptionnelle des gènes 
de la lipogenèse et de l’adipogenèse et favorise l’apparition d’une stéatose (Gavrilova et al., 
2003; Schadinger et al., 2005; Yu et al., 2003). 
Dans notre étude, seule la RosiGTZ conduit à une augmentation significative des ARNm de 
PPARγ qui en plus est associée à l’induction de l’expression des gènes de la lipogenèse ACC1 
et 2 et FAS (figure 43). Ainsi, les effets de la PioGTZ  ne semblent pas dépendre de 
l’activation de PPARγ puisque le traitement ne modifie ni son expression ni celle de ses gènes 
cibles. Même si les mécanismes mis en jeu restent à déterminer, une part des régulations 
géniques et métaboliques induites par la PioGTZ pourrait être la conséquence de l’effet 
puissant qu’exerce cette drogue sur l’AMPK (figure 42). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 42: Immunoblot de la phospho-AMPKα (p-AMPKα) à partir d’explants de foie de souris 
C57/BL6. Les spots de la phospho (p)-AMPKα et de la ß-actine sont issus de deux expériences 
indépendantes. 
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 4. Effets de la PioGTZ sur le métabolisme du glucose 
 
Les effets directs de la PioGTZ sont également mis en évidence à travers l’étude du 
métabolisme du glucose. En effet, l’activation de l’AMPK, en plus de ses effets sur la 
lipogenèse, est associée à une inhibition de la néoglucogenèse (Lochhead et al., 2000; 
Yamauchi et al., 2002). C’est ce que nous observons dans notre étude puisque le traitement 
par la PioGTZ diminue l’expression de la PEPCK, diminue l’expression et l’activité de la 
G6Pase et s’accompagne d’une réduction de la production de glucose par le foie (figure 43). 
Ces résultats sont encore une fois à mettre en opposition avec ceux correspondant au 
traitement RosiGTZ qui ne révèlent aucune modification de la voie de la néoglucogenèse. 
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Figure 43: Expression des ARNm des gènes ACC1, ACC2, FAS, CPT-1, LH, SR-B1, HMGCoAred, PPARγ, 
G6P et PEPCK dans les explants de foie de souris C57/Bl6 témoins ou soumises au régime HSHF en présence 
ou en absence d’insuline. Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les valeurs avec des lettres 
différentes en exposant (a,b) sont statistiquement diffrentes à p <0,05. 
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L’ensemble de ces données plaide en faveur d’un effet direct de la PioGTZ sur le foie qui 
s’exercerait via l’activation de l’AMPK et conduirait à une amélioration du métabolisme 
glucido-lipidique. Par conséquent, il est envisageable que les effets de la PioGTZ observés 
dans l’expérimentation « in vivo » soient au moins en partie directs et donc indépendants du 
fait que les taux d’ApN circulante aient été augmentés. 
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Les résultats de cette étude ont permis de démontrer, à travers l’utilisation de divers 
traitements provoquant des variations de la masse adipeuse, que la production d’ApN n’est 
pas strictement dépendante de la masse grasse. Nos données, ajoutées à celles de la littérature, 
suggèrent que l’état inflammatoire des adipocytes constitue le facteur déterminant. 
Parallèlement, nous avons mis en évidence par une approche in vitro l’existence d’effets 
directs de l’ApN sur le foie, qui, même s’ils ne sont pas directement transposables à 
l’organisme entier, ne doivent pas être négligés.  
 
Dans la littérature, il est admis que l’ApN exerce des effets insulino-sensibilisateurs et stimule 
la ß-oxydation. Plusieurs études menées sur des cellules musculaires suggèrent que l’ApN 
active l’AMPK dans plusieurs tissus différents et que c’est par cette voie qu’elle exerce son 
action. Ainsi, en 2002, Yamauchi et al. démontrent qu’en parallèle à l’activation de l’AMPK, 
l’ApN stimule la phosphorylation de ACC, l’oxydation des AG, l’uptake du glucose et la 
production de lactate dans des myocytes en culture. Il a également été démontré par Li et al. 
en 2007 dans un modèle de cardiomyocytes en culture que l’effet de l’ApN sur la ß-oxydation 
est la conséquence d’une stimulation de l’AMPK conduisant à la phosphorylation de l’ACC et 
finalement à la stimulation de l’activité de la CPT-I (Li et al., 2007). L’effet de l’ApN sur la 
ß-oxydation dépendrait donc en grande partie de la moindre production de malonyl-CoA, 
puissant inhibiteur de l’activité CPT-I, dont la production est réduite lorsque que l’activité de 
l’ACC est inhibée (figure 44). De la même façon, il a été clairement mis en évidence in vivo 
que l’administration d’ApN conduit rapidement à une diminution des AGL circulants associée 
à une augmentation de l’activité ß-oxydative dans les muscles (Fruebis et al., 2001; Yamauchi 
et al., 2002). 
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Si les effets de l’ApN sur la ß-oxydation semblent assez bien décrits dans les cellules 
musculaires, ils sont beaucoup moins bien décrits dans les hépatocytes. Dans l’étude de 
Yamauchi en 2002, les résultats mettent également en évidence des effets de l’ApN sur 
AMPK, l’ACC et sur les paramètres relatifs à la néoglucogenèse dans des hépatocytes sans 
toutefois présenter de résultats concernant la mesure de l’activité ß-oxydative pour ce modèle 
(Yamauchi et al., 2002). Dans une autre étude menée in vivo, seul un effet inhibiteur de l’ApN 
sur la néoglucogenèse dépendant de l’activation de l’AMPK a bien été démontré dans le foie 
alors qu’aucune action de l’ApN sur l’oxydation des acides gras n’est décrite (Yamauchi et 
al., 2001). Pourtant, cette étude sert de référence à de nombreux auteurs pour illustrer des 
effets activateurs de l’ApN sur la ß-oxydation dans le foie. 
Les résultats de notre étude sur des coupes fines de foie apparaissent donc importants 
puisqu’ils montrent d’une part un effet activateur de l’ApN sur l’AMPK après 45 min de 
traitement et d’autre part une augmentation des capacités de ß-oxydation des AG. Toutefois, il 
semble peu probable que ce résultat soit la conséquence d’une variation de la production de 
malonyl-CoA comme proposé dans le muscle. En effet, il est clairement démontré que 
l’isoforme hépatique de la CPT-I (CPT-Ia) présente une sensibilité au malonyl-CoA beaucoup 
Figure 44: Rôle de l’AMPK dans la régulation de l’activité β-oxydative  
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plus faible que l’isoforme musculaire (CPT-Iß) (Mynatt et al., 1992). Par conséquent les 
variations de production de malonyl-CoA dépendantes de l’activité AMPK pourraient 
conduire à des effets très modérés sur l’activité CPT-I dans les hépatocytes. De plus, dans 
notre modèle, l’activité ß-oxydative est mesurée dans un milieu dépourvu d’insuline, c’est à 
dire dans des conditions peu favorables à la synthèse de malonyl-CoA. Le fait qu’aucun effet 
de l’ApN n’ait pu être mis en évidence après un traitement plus long suggère pourtant que le 
mode d’action dépend bien de voies de signalisation rapides comme c’est le cas de la cascade 
impliquant la p-AMPK.  Il est alors possible d’envisager qu’une régulation de l’activité CPT-I 
indépendante du malonyl-CoA intervienne dans le foie comme cela a déjà été suggéré 
par (Guzman et al., 2000). Quoi qu’il en soit, les résultats renforcent l’hypothèse selon 
laquelle les effets bénéfiques exercés par l’ApN sur les paramètres lipidiques dépendent d’une 
stimulation de l’activité ß-oxydative dans le muscle et le foie.  
Les GTZ améliorent la sensibilité à l’insuline en favorisant le captage des acides gras par le 
tissu adipeux, en stimulant la production d’ApN et en réduisant les taux de facteurs 
inflammatoires (Goldberg et al., 2005). Puisque qu’un traitement par les GTZ (PioGTZ et 
RosiGTZ) conduit à l’augmentation des concentrations plasmatiques d’ApN, il est suggéré par 
de nombreux auteurs qu’une part des effets bénéfiques des GTZ sur le métabolisme glucido-
lipidique dépend de l’ApN. Toutefois, seule la PioGTZ conduit à une amélioration 
significative des paramètres lipidiques (Goldberg et al., 2005). En démontrant dans cette étude 
que la PioGTZ peut exercer des effets directs bénéfiques sur le métabolisme hépatique et 
sachant qu’il est bien décrit dans la littérature que les GTZ stimulent la production d’ApN par 
le tissu adipeux, nous pouvons émettre l’hypothèse selon laquelle une partie des effets exercés 
par le traitement PioGTZ sur le métabolisme des lipides chez les souris (étude in vivo) voire 
chez l’Homme, est due à l’action combinée de ces molécules sur les hépatocytes (figure 45). 
De plus, il convient de considérer que, in vivo, une augmentation des concentrations 
plasmatiques d’ApN induite par un traitement médicamenteux ou un régime hypocalorique 
correspond généralement à une amélioration du métabolisme adipocytaire avec pour 
conséquence une réduction de la production d’AGL et de cytokines inflammatoires. 
Ensemble, ces facteurs peuvent exercer des effets importants sur le foie et contribuer à 
l’amélioration du métabolisme lipidique, en particulier dans des situations pathologiques telles 
que l’obésité et le diabète.  
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Les effets directs de l’ApN sur le foie, mis en évidence par l’approche in vitro, même s’ils ne 
sont pas directement transposables à l’organisme entier, ne doivent pas être négligés. En effet, 
il est intéressant de noter que les effets de l’ApN sur les explants sont proches de ceux exercés 
par la PioGTZ dans des conditions similaires et les effets bénéfiques de la PioGTZ sur les 
paramètres lipidiques sont bien démontrés chez l’Homme (Goldberg et al., 2005). En 
démontrant précédemment que la PioGTZ pouvait exercer des effets directs bénéfiques sur le 
métabolisme hépatique et sachant qu’il est bien décrit dans la littérature que les GTZ 
stimulent la production d’ApN par le tissu adipeux, nous pouvons émettre l’hypothèse selon 
laquelle une partie des effets exercés par le traitement PioGTZ sur le métabolisme des lipides 
chez les souris (étude in vivo) voire chez l’Homme est due à l’action combinée de ces 
molécules sur les hépatocytes.  
Même si certains effets bénéfiques de l’ApN n’ont pas été retrouvés sur les explants de foie 
issus de souris obèses, il convient de considérer que, in vivo, une augmentation des 
concentrations plasmatiques d’ApN induite par un traitement médicamenteux ou un régime 
hypocalorique correspond généralement à une amélioration du métabolisme adipocytaire qui a 
pour conséquence de réduire la production d’AGL et des cytokines inflammatoires. Ces 
 
Figure 45 : Schéma hypothétique représentant les effets combinés de la PioGTZ et de l’ApN 
sur l’activité ß-oxydative des AG dans le foie 
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facteurs peuvent exercer des effets indirects importants sur le foie et contribuer à 
l’amélioration du métabolisme lipidique en particulier dans des situations pathologiques telles 
que l’obésité et le diabète.  
 
Les mécanismes conduisant à l’association entre l’ApN et les paramètres lipidiques ne sont 
donc pas clairs et une question reste en suspens : les effets bénéfiques de l’ApN sur les 
paramètres lipidiques sont-ils dépendants d’une induction de l’activité ß-oxydative ? 
L’accumulation de lipides dans les cellules musculaires et hépatiques semble être un facteur 
déterminant dans l’établissement de la résistance à l’insuline associée à l’obésité et au diabète 
(Zhang et al. 2009). Par exemple, la sur-expression dans les cellules hépatiques de la malonyl-
CoA décarboxylase qui catalyse la dégradation du malonyl-CoA (puissant inhibiteur du 
catabolisme des acides gras à longue chaîne) protège le rat de la résistance à l’insuline (An et 
al. 2004). Par conséquent, les facteurs stimulant l’activité béta-oxydative pourraient s’avérer 
bénéfiques en réduisant les lipides et leurs métabolites cytoplasmiques. Plusieurs études 
suggèrent que les effets de l’ApN conduisant à une amélioration du métabolisme glucido-
lipidique sont liés à une induction des capacités béta-oxydatives (Yamauchi and Kadowaki, 
2001). Cependant, à notre connaissance, aucune relation entre une augmentation du 
catabolisme des acides gras induite par l’ApN et l’amélioration des paramètres lipidiques n’a 
encore été clairement établie. Pourtant cette question revêt une importance particulière 
puisque la voie de dégradation des acides gras est directement liée à celle de la lipogenèse 
conduisant à la formation de TG puis à la sécrétion de lipoprotéines ; ce qui peut, à terme, 
modifier l’homéostasie lipidique de l’organisme entier.   
 
Afin d’explorer cette hypothèse il serait probant de développer un modèle animal 
présentant un déficit béta-oxydatif qui permettra de déterminer si l’effet qu’exerce 
l’ApN sur le métabolisme des lipides est la conséquence d’une augmentation du 
catabolisme béta-oxydatif des acides gras dans les tissus et d’en préciser les mécanismes. 
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Description du projet  
 
- Etablissement d’un modèle animal présentant un déficit béta-oxydatif 
Une partie du projet consistera, dans un prmier temps, à déterminer les conditions du 
traitement qui permettront d’induire une diminution mesurée de la voie β-oxydative chez la 
souris. Nous pourrant utiliser une drogue le mildronate, connue pour ses capacitées à inhiber 
la synthèse de la carnitine, molécule clée de la β-oxydation mitochondriale (Degrace et al. 
2007). 
Les paramètres doses et temps de traitement seront à définir pour établir un modèle animal 
présentant une altération modérée de la β-oxydation. Il conviendra alors de déterminer les 
conséquences du déficit β-oxydatif induit par le mildronate et d’en apprécier les conséquences 
sur les paramètres glucido-lipidiques et sur les taux d’ApN circulante.  
 
- Effets de l’ApN 
Les effets bénéfiques de l’ApN sur le métabolisme lipidique seront mis en évidence chez la 
souris préalablement soumise à un régime riche en sucres et en graisses (HSHF) jusqu’à ce 
qu’elles deviennent à la fois obèses et hyperinsulinémiques. Ensuite, nous déterminerons si 
l'administration d'ApN (à l’aide de pompes osmotiques) est toujours capable d'améliorer les 
paramètres chez les animaux présentant un déficit oxydatif (figure 46).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 46: Schéma expérimental 
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L’injection d’ApN chez des souris traitées par le mildronate devrait permettre de répondre à 
notre question sur la relation entre l’activité β-oxydative et le métabolisme lipidique. En effet, 
si cette relation existe, l’injection d’ApN exogène devrait être beaucoup moins efficace chez 
des animaux traités par le mildronate, que chez des animaux sensibles à une augmentation des 
activités β-oxydatives dans le foie et le muscle. De plus, nous aurons également une approche 
dynamique de la modification du métabolisme des lipoprotéines par la mesure des capacités 
de sécrétion des VLDL et de l’uptake des HDL. 
Les résultats de cette étude, associés à ceux obtenus in vitro, devraient permettre d’estimer si 
des corrélations existent entre ApN, activité ß-oxydative et métabolisme des lipides et 
lipoprotéines.
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I. ANIMAUX 
 1. Souris 
Les animaux utilisés sont des souris mâles de souche C57BL/6 provenant de l'élevage Janvier 
(Le Genest Saint Isle, France). Avant traitement, les animaux sont répartis individuellement  
dans des cages en plastique et reçoivent à volonté l'eau et un régime commercial standard 
(AO4 de l'Usine Alimentation Rationnelle, Epinay-sur-Orge, France) sous forme de bouchons 
pendant une semaine afin de les acclimater à leur nouvel environnement. Ce régime 
représente une alimentation équilibrée qui contient 5% de lipides (composition en g par kg : 
180, caséine; 460, amidon de maïs; 220, saccharose; 20, cellulose; 50, sels minéraux; 10, 
vitamines; 49, huile de tournesol; 1, huile de lin) et de l’eau. 
 2. Traitement des aminaux 
  2.1. Traitement des souris par la  streptozotocine (STZ)  
 
Des souris C57BL/6 mâles âgées de 11 semaines reçoivent 5 injections intrapéritonéales de 
streptozotocine (STZ) (1 injection par jour à raison de 45 mg/kg de poids corporel véhiculé 
dans du citrate de sodium 0,05 M à pH 4,5). Le groupe témoin reçoit des injections de la 
solution véhicule seule. Des mesures de glycémie sont réalisées dans le but de sélectionner les 
souris manifestant un début de diabète. Durant 12 jours, 4 souris témoins et 4 souris 
diabétiques (STZ) ont ensuite libre accès à l’eau et à une alimentation standard.  
  
 2.2. Traitement des souris par la  Pioglitazone (PioGTZ) 
Six souris C57BL/6 mâles âgées de 11 semaines sont traitées à la Pioglitazone (PioGTZ) à 
raison de 10 mg/kg de poids corporel pendant 12 jours avec un libre accès à l’eau et au régime 
standard. Le médicament est administré per os après dilution dans environ 500 µL d’eau 
boisson.  
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  2.3. Régime enrichi à l’acide linoléique conjugué (t10c12CLA) 
Durant 12 jours, 4 souris C57BL/6 mâles âgées de 11 semaines sont soumises à un régime 
enrichi avec 1 % de t10c12 CLA (Régime alimentaire de base enrichi avec 1% du trans-10, 
cis-12 18:2 (n-6) (pureté 90%) estérifiée sous forme de TG (Larodan Fine Chemicals)) sous 
forme de croquettes selon Degrace et al. (Degrace et al., 2004). 
 
  2.4. Régime hyperglucidique et hyperlipidique (HSHF)  
Des souris C57BL/6 mâles âgées de 4 semaines ont été réparties en 2 lots. Un lot de 5 
animaux a été maintenu sous un régime standard tandis qu’un second lot de 30 animaux a été 
soumis à un régime riche en saccharose et en graisses (High Sucrose High Fat, HSHF) 
(235HF SAFE, Augy, France). Ce régime HSHF contient 20% de caséine, 13% d’amidon de 
maïs, 29,3% de saccharose, 5% de cellulose, 2,2 % de maltodextrine, 20% de saindoux, 2,5% 
d’huile de soja, 7% minéraux 205B SAFE et 1% de vitamine 200 SAFE. Après 19 semaines 
de régime, 22 souris HSHF présentant à la fois un surpoids et une hyperinsulinémie ont été 
retenues. Les animaux avaient libre accès à l’eau et au régime HSHF renouvelé 
quotidiennement. 
 
 3. Sacrifice des animaux 
Avant chaque sacrifice, Les animaux sont anesthésiés par injection intrapéritonéale d’un 
mélange kétamine / xylazine  (7,5 mg/1 mg respectivement par 100 g de poids corporel). Le 
sang est récupéré en premier par ponction dans la veine cave. Un échantillon de foie frais est 
coupé et utilisé pour des mesures de β-oxydation et/ou d’incorporation des AG  et le reste est 
congelé dans de l'azote liquide. Le muscle, le TA périépididymaire (viscéral) et inguinal (sous 
cutané) sont rapidement prélevés et congelés  dans de l’azote liquide. Une fois le sang coagulé 
et centrifugé à 6000 tours pendant 5 min, le sérum est récupéré et congelé également  dans de 
l’azote liquide. Tous les échantillons prélevés sont conservés à – 80°C jusqu'à analyse. 
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II. ANALYSES BIOCHIMIQUES  
 1. Dosages sériques 
  1.1. Dosage des protéines totales 
Les concentrations en protéines sont déterminées avec le kit BCA protein assay  (Sigma) 
selon la méthode de Smith (Smith et al., 1985) basée sur la quantification le complexe soluble 
entre l’acide bicinchoninique (BCA) et les ions Cu+ formés par les protéines en présence 
d’ion Cu++. L’albumine sérique bovine est utilisée comme étalon. La lecture est réalisée avec 
un lecteur de microplaque Bio-Rad (modèle 680) à 562 nm. 
  1.2. Dosage du glucose 
La concentration du glucose est estimée par le kit « glucose-Trinder » (Sigma-Diagnostics) en  
utilisant la séquence glucose oxydase – peroxydase et chromogène. La mesure de la 
coloration (formation de quinonéimine) s’effectue à 505 nm en lecteur de microplaque. 
  1.3. Dosage des acides gras libres (AGL) 
On utilise le kit " Non-esterified fatty acids " de chez Wako Pure Chemical Industries 
(Richmond, VA, USA). Le dosage est basé sur la mesure de l'H2O2 produit lors de la 
formation d'un énoyl-CoA à partir d'un AGL. L'intensité du précipité pourpre, issu du dosage 
du peroxyde mesuré à 550 nm, est fonction de la concentration en AGL. 
  1.4. Dosage des triglycérides totaux 
Leur concentration est quantifiée à l’aide du kit TG Enzymatique PAP150 (Biomérieux) basé 
sur la mesure spectrophotométrique à 505 nm de la quinoéimine formée à partir du glycérol 
libéré par une lipase (glycérokinase – glycérol-3-phosphate oxydase – peroxydase) et dont la 
coloration est proportionnelle à la quantité de TG présente dans l’échantillon.  
  1.5. Dosage du cholestérol 
Le kit cholestérol RTU (Biomérieux) permet de doser le cholestérol en utilisant la séquence 
cholestérol estérase - cholestérol oxydase - peroxydase – chromogène. L’intensité de la 
coloration (formation de quinonéimine), mesurée à 500 nm, est proportionnelle à la quantité 
de cholestérol présente dans l’échantillon.  
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  1.6. Profils lipoprotéiques   
Les lipoprotéines totales du sérum sont séparées par Fast Protein Liquid Chromatography 
(FPLC) (ÄKTA ; Amersham Pharmacia Biotech). 200 µL de sérum sont injectés sur colonne 
superose 6 (Amersham Pharmacia Biotech) avec élution à raison de 0,3 mL/min d’un tampon 
TSE (Tris 50 mM, NaCl 9g/L, EDTA 1 mM, NaN3 0,2 g/L, pH 7,4). Les lipoprotéines sont 
détectées à 280 nm. A partir des profils UV obtenus (figure 45), le cholestérol total de chaque 
fraction de 0,3 mL est mesuré grâce au kit cholestérol RTU (Biomérieux), ce qui permet de 
déterminer la quantité de cholestérol de chaque pic de lipoprotéines selon leur profil en UV. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  1.7. Apolipoprotéines A-1 et B100 
 
Les concentrations des lipoprotéines A-1 et B100 sont déterminées par un dosage 
immunoturbidimétrique c'est-à-dire par immunoprécipitaion en phase liquide via le kit Orion 
diagnostica (Espoo, Finlande). Le principe est basé sur la combinaison des apoA-1 ou apoB 
sériques avec un anticorps anti-apoA-1 ou anti-apoB100  présent dans le réactif, ce qui forme 
un complexe insoluble qui est mesuré par turbidimétrie. Cette turbidité est mesurée à 340 nm 
et la concentration des deux lipoprotéines de l'échantillon est déterminée à partir d'une courbe 
de calibration obtenue grâce aux standards fournis dans le kit. 
 
Figure 45: Exemple de profil UV (280 nm) obtenu par FPLC. L’axe des abscisses correspond au temps 
en minutes et l’axe des ordonnées en mAU (milli unités d’absorbance). Les espaces entre chaque trait 
rouge correspondent à une fraction de 0,3 mL utilisée pour le dosage du cholestérol total. 
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  1.8. Dosage de l’insuline 
 
Ce dosage s’effectue grâce au kit « Mouse Insulin ELISA » (Mercodia ou AbCys ). La mesure 
est basée sur une technique immuno-enzymatique, la technique ELISA (Enzyme Linked 
ImmunoSorbent Assay),  avec des anticorps anti-insuline liés à une peroxydase. Les anticorps 
anti-insuline liés à la microplaque réagissent avec le 3,3’, 5,5’- tetramethylbenzinidine. 
L’intensité de la réaction est mesurée par absorption à 450 nm. 
 
  1.9. Dosage de l’ApN 
 
Les taux d’ApN sont déterminés via le kit « Mouse Adiponectin ELISA Kit » (AdipoGen ou 
AbCys). L’ApN est fixée par des anticorps spécifiques à l’adipokine murine, puis un couplage 
avec un substrat développe une coloration dont l’intensité est mesurée à 450 nm. 
 
 2. Dosages hépatiques 
 
2.1. Intégrité des ARNms  
Les ARN totaux sont extraits des différents tissus par la technique du Tri-Reagent 
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) adaptée de la procédure décrite par Chomczynski 
(Chomczynski and Mackey, 1995). Ensuite, une mesure au spectrophotomètre à 260 nm et à 
280 nm est réalisée. La première mesure permet de quantifier les ARN totaux et la seconde 
mesure permet de déterminer en fonction du rapport des DO à 260 et à 280 nm la 
contamination protéique. Le rapport pour un "ARN" pur doit être compris entre 1,7 et 2. 
L'intégrité des ARN est ensuite vérifiée sur un gel agarose 1%, coloré au BET avec la 
présence de deux bandes (ARN ribosomiaux 28S et 18S). Après dénaturation des ARNs dans 
une solution dénaturante (500 µl MOPs 10X ; 500 µl formamide 50% ;  60 µl formaldéhyde 
37%) à 60° C pendant 15 minutes, un mélange BET (Bromure d’Ethidium) dilué au 1/ 1000 
du bleue de bromophénol et 4µg d’ARNs sont déposés sur un gel d’agarose à 1% dans une 
cuve remplie de MOPs 1X et mise sous tension (120 volts) pendant 45 min. Le gel est révélé 
par une exposition aux UV (GEL DOC 2000, Biorad). 
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  2.2. Dosage des protéines du foie 
 
A l’aide d’un mini broyeur à billes (Biospec Products), les échantillons de foie sont  
homogénéisés dans du tampon phosphate salin (PBS) (dilution 1/100 v/v). Ensuite, Les 
concentrations en protéines sont déterminées avec le kit BCA protein assay  (Sigma) selon la 
méthode Smith et al, (Smith et al., 1985). 
 
  2.3. Dosage des lipides totaux du foie 
 
Les lipides totaux sont extraits après broyage d’environ 200 mg de foie selon la méthode de 
Folch et al, (1957) (Folch et al., 1957) en présence d’un mélange de chloroforme, méthanol 
(2/1). Un aliquot de la phase chloroformique est mélangé pour moitié avec du Triton X-100 à 
1% dans du chloroforme. Après évaporation du chloroforme et reprise dans de l’eau, les TG 
sont alors dosés grâce au kit TG PAP150 (Biomérieux). 
 
  2.4. Dosage du glycogène 
 
La mesure du glycogène est réalisée après hydrolyse enzymatique selon (Bergmeyer et al., 
1974). Un homogénat de foie dilué dans 7 volumes de HClO4 (0,4 M) est centrifugé à 13000 
g pendant 5 min. Un volume de surnageant est neutralisé avec du K2CO3 (0,75 M), puis 
maintenu 10 min à 4 °C. Une partie de l’échantillon est mélangée à 4 volumes d’une solution 
d’amyloglucosidase à 10 mg/mL en milieu acétate de sodium (0,3 M ; pH 4,8). Les mélanges 
sont conservés à 37 °C pendant 2 h, puis centrifugés à 20000 g pendant 10 min à 4 °C. Un 
essai témoin est réalisé en absence d’amyloglucosidase. La quantité de glycogène correspond 
à la différence entre la quantité de glucose obtenu pour l’essai «amyloglucosidase» et l’essai 
témoin ne contenant que l’acétate de sodium. L’ensemble du protocole opératoire est 
également appliqué à des solutions de concentrations connues en glycogène. Le glucose est 
dosé selon la technique citée précédemment pour le sérum. 
 
  2.5. Activité de la lipase hépatique 
 
L’activité de la lipase hépatique (LH) est mesurée à partir d’explants de foie frais selon la 
méthode décrite par Iverius et Ostlund-Lindquist (Iverius and Ostlund-Lindqvist, 1986) 
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utilisant 1,67 mmol / L de trioléine émulsionnée dans du WME avec du Tri-9, 10 [3H] oléoyl-
glycérol (22 kBq / essai; PerkinElmer) comme substrat. Après 2 h d'incubation à 37°C, 
l’activité de la LH est calculée à partir de la radioactivité libérée dans le milieu ou incorporée 
dans les explants de foie. 
 2.6. Captage des lipoprotéines de haute densité (HDL) 
Dans un premier temps, une fraction HDL est isolée à partir du plasma humain par 
ultracentrifugation séquentielle par flottation selon la méthode décrit par Perségol et al, 
(Persegol et al., 2006). Parallèlement, des molécules d’ester de cholestérol (CE) sont 
marquées au  tritium [3H] et combinées avec La-phosphatidylcholine et butylhydroxytoluène 
dans un rapport molaire de 500: 1: 6, ensuite, traitées aux ultrasons pour former des 
liposomes. Le complexe HDL-[3H] CE a été obtenu par addition des liposomes à la fraction 
HDL en présence de lipoprotéines plasmatiques comme source de la protéine de transfert des 
esters de cholestérol (CETP) après une incubation d’une nuit à 37° C sous une légère 
agitation. Les HDL radiomarquées ont été séparées du reste des liposomes par une seconde 
ultracentrifugation séquentielle et lavées deux fois dans KBr (densité de 1,21). Enfin, les 
HDL-[3H] CE ont été aliquotées et conservées à -80° C jusqu'à leur utilisation. Les mesures 
d’uptake sont réalisées par incubation de 2 explants de foie dans 1 mL de WME contenant 40 
ug d’HDL-[3H] CE (0,3 mCi), à 37 ° C sous une légère agitation. Trois heures après, les 
explants sont retirés du milieu, lavés trois fois, et homogénéisés dans 400 ml de tampon 
phosphate salin (PBS) avec un mini-broyeur à billes (Biospec Products). La radioactivité 
retrouvée dans l'homogénat représente la quantité d’HDL captées par les cellules du foie. 
 
III. EXPRESSION GENIQUE PAR RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE-
POLYMERASE CHAIN REACTION) EN TEMPS REEL 
Les ARNm totaux sont extraits des différents tissus par la technique du Tri-Reagent 
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) adapté de la procédure décrite par Chomczynski 
(Chomczynski and Mackey, 1995). L’expression des gènes est évaluée par RT-PCR semi-
quantitative en temps réel. La synthèse de l’ADN complémentaire (ADNc) est réalisée à partir  
à partir d’1 µg d’ARNm totaux grâce au kit Iscript cDNA (Bio-Rad, Marnes-La- Coquette, 
France). La transcription inverse et l’amplification des fragments d’ADNc sont réalisés dans 
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un thermocycleur  2720 thermal cycler (Applied Biosystems, France). Les PCR en temps réel 
sont réalisées sur des plaques de 96 puits à partir de 2,5 ng d’ADNc dans un volume final de 
25 µL composé de 12,5 µL de Mix PCR contenant du Sybr-green (Bio-Rad S.A., France) et 
300 mM de chaque amorce (sens et anti-sens). Les séquences des amorces sens et anti-sens 
ont été sélectionnées grâce au logiciel « Primers » et synthétisées par MWG-Biotech AG 
(Ebersberg, Allemagne).  Pour chacun des gènes étudiés, les séquences des amorces sens et 
anti-sens ont été déterminées avec le logiciel Primers (tableau 8).  
Tableau 8: séquences des différentes amorces utilisées. 
Gènes 5'-sens primer-3' 5'-anti-sens primer-3' Longueur de l'amplicon 
(pb) 
18S gtgtggggagtgaatggtg gcgagacagtcaaaccacg 60 
ABCA1 ctcctgtggcttttggattc accccgataccttgctcct 66 
ACC1 acaccatgttgggagttgtg gctgttcctcaggctcacat 64 
ACC2 catggtagtggctttgaagga cgtgtcgatatcgttgttctg 114 
AdipoR2 gaacttcctggccactctca tccattgaaaagcacacacg 87 
ApN gccgcttatgtgtatcgctc acattgggaacagtgacgc 67 
CPT-I ggatctacaattcccctctgc atcttaactgccggatccac 110 
FAS ggctgcagtgaatgaatttg ttcgtacctccttggcaaac 55 
FAT/CD36  aattagtagaaccgggccac ccaactcccaggtacaatca 67 
G6P tggcctggcttattgtacct gtgctaagaggaagacccga 64 
GK actttccaggccacaaaca tcccagaactgtaagccactc 78 
Glut2 ctcttcaccaactggccct cagcagataggccaagtagga 113 
HL gtgaatgtggggttagtggac acttcgcagattcctccagc 129 
HMGCoAred gcctggatgggaaggagta cttatggctctgcagcctct 90 
LDLR gattggctctgagtgcctgt tctggctcctgacactcgtc 89 
LRP gaccgactggcgaacaaat ctgggtgttggtcctctgta 87 
PEPCK cagccagtgccccattatt ccaccaaagatgataccctca 77 
PPARγ2 atcttaactgccggatccac aggcacttctgaaaccgaca 69 
SCD-1 ccggagaccccttagatcga tagcctgtaaaagatttctgcaaacc 100 
SR-B1 tcccttcgtgcattttctca gttcatcccaacaaacaggc 86 
TNF-α ggcctccctctcatcagtt gatctgagtgtgagggtctgg 49 
TPB acggcacaggacttactcca gctgtctttgttgctcttccaa 77 
Les couples d’amorces ont été déterminés avec le logiciel Primers! puis ont été synthétisés par MWG-Biotech AG 
(Ebersberg, Allemagne). ACC, acetyl-CoA carboxylase; ABCA1,  ATP-binding cassette transporter A 1; CPT-I, 
carnitine palmitoyltransferase I; FAS, fatty acid synthase; FAT/CD36, fatty acid translocase; G6P, glucose-6-
phosphatase; Gk, glucokinase; HL, Hepatic lipase; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase; LDLR, 
 Low density lipoprotein receptor ; LRP, LDL receptor related protein; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; 
PPARγ2, peroxisome proliferator-activated receptor γ2; SCD-1, stearoyl-CoA desaturase-1; SR-BI, scavenger 
receptor class B type I; TNF-α, tumor necrosis factor-α; TBP, TATA box binding protein. 
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Les données sont analysées à l’aide du logiciel Bio-Rad et de Microsoft Excel. La semi 
quantification du nombre de copies d’ADN est calculée à partir de courbes standards pour 
chaque gène d’intérêt établies à l’aide de 4 dilutions (1/10 à 1/10000) d’un ADNc contrôle 
positif. Les résultats de chacun des gènes étudiés, sont standardisés avec une moyenne 
d’expression de deux gènes de référence 18S et TATA box et exprimés en unités arbitraires 
en choisissant la valeur 100 pour le témoin. 
IV. DOSAGE DE LA PHOSPHO-AMPK PAR WESTERN BLOT 
Le western blot est réalisé à partir d’explants de foie homogénéisés à l’aide d’un Potter-
Elvehjem dans du PBS contenant des antiprotéases et des antiphosphatases (Roche 
Diagnostic) et diluée dans du tampon échantillon 2X (125 mM Tris-HCl, pH 6,8, 20% de 
glycérol, SDS 4% , DTT, 5 mM DTT et 5% ß-mercaptoéthanol). Des quantités égales de 
protéines ont été séparées par électrophorèse sur un gel à 8% polyacrylamide contenant 0,1% 
SDS et transférés sur des membranes de nitrocellulose (Hybond-ECL, Amersham 
Biosciences). Ces dernières sont fixées pendant 1 heure à température ambiante avec 5% de 
BSA dans du tampon TBST (Tris-buffered saline : 20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 0,1% de 
Tween 20, pH 7,4). Ensuite, les membranes sont incubées, soit une nuit à 4 ° C avec un 
anticorps anti-phospho (p)-AMPKα (Thr172) (dilution 1:1000; signalisation cellulaire, 
Danvers, MA, USA), ou 1h à température ambiante avec un anticorps  anti-β-actine (dilution 
1:10.000; Sigma). Les membranes sont lavées avec du TBST pendant 1 h et incubées une 
dernière fois en présence d'un anticorps secondaire, l'anti-IgG liée à une peroxydase (dilution 
1: 10 000) pendant 1 h. Les membranes sont lavées avec TBST et les spots sont révélés avec 
des réactifs ECL (GE Healthcare). 
 
V. MESURE DE LA CONSOMMATION D'OXYGENE DES EXPLANTS PAR 
OXYGRAPHIE 
La consommation d’oxygène est mesurée sur un oxygraphe (Hansatech, Norfolk, Angleterre) 
équipé d'une électrode de Clark. Les mesures sont réalisées 5 fois sur 1 explant placé dans une 
cuve thermostatée à 37°C contenant 1 ml de PBS sous agitation magnétique. L’éléctrode est 
reliée à un ordinateur via une interface et les signaux entrants sont détectés et analysés avec le 
logiciel « Oxygraph Plus V1.01 (Hansatech) ». 
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VI. OXYDATION DES ACIDES GRAS  
 1. Sur les explants de foie 
A l’issue de l’incubation, en présence d’acide palmitique marqué, les explants de foie sont 
rincés et broyés dans 1 mL de PBS à l’aide d’un mini broyeur à billes (Biospec Products). 
Cette homogénat sera réservé pour le dosage de protéines. Parallèlement, le milieu 
d’incubation est acidifié avec 1,5 mL d’acide perchlorique à 25%. L’acide provoque la 
libération du 14CO2 dissout dans le milieu qui est ensuite piégé par 0,4 mL d’hydroxyde de 
Hyamine (Packard) placée dans une louche en verre suspendue au centre du montage. La 
quantité de 14CO2  formé est estimée par scintigraphie (Tri-Carb 2900 TR). Deux heures plus 
tard, le milieu acidifié est filtré à travers une membrane Millipore (25µm de diamètre) sous 
léger vide de manière à retenir les AGL non réactifs et les protéines qui sont tous deux 
insolubles en milieu acide. Le comptage de la radioactivité du filtrat permet d’estimer la 
quantité de molécules d’AG dégradées jusqu’au stade des produits acido-solubles 
(principalement les corps cétoniques ainsi que l’acétyl-CoA, l’acétyl-carnitine). La quantité 
d’AG utilisée pour la β-oxydation est donc déterminée par la mesure de leurs produits de 
dégradation. Ainsi, l’oxydation totale correspond à la somme de la radioactivité portée par le 
CO2 libéré et les produits acido-solubles.  
 
 2. Sur muscle soléaire 
 
La β-oxydation des AG a également été testée sur le muscle soléaire selon la méthode adaptée 
de Héron-Milhavet et al. (Heron-Milhavet et al., 2004). Le muscle soléaire fraichement 
prélevé est entièrement pré-incubé 30 min à 37° C sous une forte agitation dans du milieu 
incubation DMEM supplémenté en glucose (5mM) et 2 % de BSA. Ensuite, le muscle est 
incubé pendant 2h à 37°C sous une légère agitation dans du DMEM supplémenté en cocktail 
d’antibiotiques-antifongiques (1%) et en L-carnitine (0,50 mM) et en présence de 0,2 mM 
d’acide palmitique [1-14C] (55,5 GBq / mol, PerkinElmer, Courtaboeuf, France) fixés à 
l'albumine (Bovin Serum Albumin, BSA) dans un rapport molaire de 2,5 / 1.  
Les conditions suivantes sont testées dans le but de déterminer les conditions les plus 
favorables à l’oxydation des AG et de valider notre modèle expérimental. Les muscles sont 
incubés soit en présence de glucose (5 mM) avec ou sans insuline (12.5µM), soit en absence 
de glucose avec ou sans Malonyl-CoA (45.6 µM), un puissant inhibiteur de la β-oxydation. 
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Les résultats obtenus (figure 48) indiquent clairement que l’oxydation des AG dans le muscle 
soléaire est la plus élevée en absence de glucose et en absence d’insuline. De plus, dans ces 
mêmes conditions mais cette fois en présence de malonyl-CoA, la β-oxydation est inhibée 
quasiment de moitié. Compte tenu de ces résultats, nous retiendrons le milieu dépourvu de 
glucose et d’insuline pour les expérimentations ultérieures. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VII. CAPTAGE ET INCORPORATION DES ACIDES GRAS DANS LES 
DIFFERENTES CLASSES LIPIDIQUES  
A la fin de la période d’incubation, en présence d’acide palmitique marqué, les explants de 
foie (environ 0,2 g) sont broyés dans 1 ml de PBS à l’aide d’un mini broyeur à billes (Biospec 
Products). Sur cet homogénat de foie, 0.1 mL sont réservés au dosage de protéines et le reste 
est mélangé à une solution de chloroforme/méthanol (1/2.25) afin d’arrêter les réactions 
enzymatiques et commencer  l’extraction des lipides totaux qui sera réalisée selon la méthode 
de (Folch et al., 1957). Les différentes classes de lipides (PL : phospholipides, MG : 
monoglycérides, DG : diglycérides, AGL : acides gras libres TG : triacylglycérols et EC : 
ester de cholestérol) sont ensuite séparées par chromatographie sur couche mince de silice 
Figure 48: β-oxydation de l’acide palmitique dans le muscle soléaire entier de souris 
incubé en présence ou en absence d’insuline (12,5µM), de glucose (5 mM) et de malonyl-
CoA (45.6 µM). 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=3). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
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dans un milieu de migration composé d’hexane / éther éthylique / acide acétique / méthanol 
(90/20/2/3, V/V). La radioactivité portée par ces différentes classes de lipides est mesurée en 
utilisant un scanner de plaque (AR-2000 imaging scanner instruction). L’analyse des radio-
chromatogrammes permettra de déterminer les pourcentages d’incorporation des AG dans les 
classes lipidiques. 
 
VIII.  ADIPONECTINE  
 1. ApN recombinante HEK293 (AbCys) 
 
Les différentes formes de l’ApN possèdent des effets métaboliques distincts, toutefois les 
formes hexamériques et la HMW-ApN sont les plus représentatives par rapport à la forme 
trimérique dans la circulation générale. De ce faite, nous avons choisi d’utiliser l’ApN 
recombinante issue de la lignée cellulaire HEK293 (human embryonic kidney 293) (AbCys, 
France) qui regroupe les trois formes de l’adipokine (Wang et al., 2005) (figure 49).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
L’ApN recombinante HEK293 se présente sous  forme lyophilisée et est reprise dans 200 µl 
d’eau distilée juste avant d’être utilisée à une concentration finale de 8 µg/ml dans le milieu 
d’incubation. 
 
 2. Validation de l’efficacité biologique de l’ApN recombinante HEK293  
 
A l’heure actuelle, il est bien établi que l’ApN active la β-oxydation des AG dans le muscle 
squelettique. Les travaux de Fruebis et al .montrent, in vitro, une tendance à l’augmentation 
Figure 49: Gel SDS-PAGE à 12% d’ApN 
recombinante HEK29 (AbCys). Dépôt de 
5µg/bande 1-Marquer de poids moléculaire. 
2-Protéine dénaturée. 3-Protéine non 
dénaturée 
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de la β-oxydation dans le muscle soléaire entier incubé en présence d’ApN (2,5 µg/ml) 
pendant 90 min (Fruebis et al., 2001) (figure 50). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dans des conditions similaires, nous avons réalisé une mesure de β-oxydation du palmitate 
sur le muscle soléaire incubé en présence de l’ApN recombinante HEK293 (8 µg/ml) pendant 
90 min. Les résultats obtenus indiquent que l’ApN stimule la ß-oxydation dans le muscle 
soléaire ce qui prouve l’efficacité biologique de la protéine recombinante (figure 51). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Figure 50: β-oxydation de l’acide oléique dans le muscle soléaire entierincubé en 
présence d’ApN (2,5 µg/ml) pendant 90 min selon les travaux de Fruebis et al. 2001.   
 
Figure 51 : β-oxydation de l’acide palmitique dans le muscle soléaire entier de souris 
incubé en présence d’ApN (8 µg/ml) pendant 90 min. 
Les résultats sont des moyennes ± E.S.M. (n=5). Les animaux sont utilisés après un jeûne de 4 h. 
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 3. Dosage de l’ApN adipocytaire  
Afin de déterminer la contenu du TA en ApN, les échantillons ont été  homogénéisés grâce à 
un mini broyeur à billes (Biospec Products) dans 10 volumes de tampon phosphate salin 
(PBS). Après centrifugation à 12000 g pendant 10 min à 4 °C, les surnageants ont été 
recueillies avec soin à travers la couche de graisse en surface, dilués à 1/40000 dans le PBS et 
utilisés pour du dosage d’ApN via le kit « Mouse adiponectin ELISA kit » (AdipoGen ou 
AbCys). 
IX. STATISTIQUES 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Les différences entre les valeurs moyennes 
sont testées par le test non paramétrique de Mann et Whitney. Les différences signivicatives 
sont calculées pour une valeur p<0.05.  
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